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1.1 El hígado 
 
El hígado es la glándula mas grande del cuerpo y es el órgano responsable del 
procesamiento de los aminoácidos, carbohidratos, lípidos, vitaminas, síntesis de 
proteínas y la destoxificación de los productos de desecho, por tanto del mantenimiento 
de la homeostasis metabólica (Boyer, Wright and Manns, 2006). Además es un órgano 
inmunorregulador en el que un micro-entorno tolerogénico mitiga la "fuerza" relativa de 
las respuestas inmunitarias locales (Demetris et al., 2016). En el adulto pesa en 
promedio aproximadamente 1500 g, lo que constituye el 2.5% del peso corporal total 
(Si-Tayeb, Lemaigre and Duncan, 2010; Juza and Pauli, 2014). Es un órgano 
intratorácico que ocupa el espacio inferior derecho y una parte del diafragma izquierdo, 
se encuentra detrás de las costillas y cartílagos costales, está envuelto por una membrana 




Figura 1. Posición del hígado en el cuerpo humano. En la figura se observa la 
posición de diferentes órganos en el cuerpo humano, entre ellos el hígado. Creado con 
BioRender.com 
 
El hígado está compuesto principalmente por células especializadas clasificables 
en tipos parenquimatosas o hepatocitos, representando un 80% del total celular, y el 20% 
restante por células no parenquimatosas (células estelares, endoteliales sinusoidales, de 
Kupffer, epiteliales biliares y del sistema inmune como linfocitos y leucocitos) (Godoy 
et al., 2013) (tabla 1). Los hepatocitos representan la mayor parte de la masa hepática, y 
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están delimitados por células endoteliales que conforman los sinusoides. Entre el 
parénquima (cordones de hepatocitos) y las células sinusoidales endoteliales se localiza 
el espacio de Disse (Henderson and Forbes, 2008; Godoy et al., 2013), en el cual se 
encuentra una mezcla organizada de proteínas denominada matriz extracelular (MEC) 
que constituye alrededor del 0.5 % del peso total del hígado y que es el sostén para las 
células parenquimatosas y, a su vez, refuerza la arquitectura del órgano. En este espacio, 
e incluidas en la MEC, se encuentran las células estelares hepáticas (CEH) (Geerts, 
2001; Demetris et al., 2016). 
 
Tabla 1. Tipos celulares hepáticos y su proporción. 
Tipo celular Función Porcentaje 
Células de parénquima 80% 
Hepatocitos Tipo de célula principal del hígado. Síntesis, 
almacenamiento, degradación de sustancia 
portal, metabolismo, función endocrina y 
exocrina. 
100%* 
Células de no-parenquima 20% 
Células endoteliales 
sinusoidales 
El plexo fenestrado permite la comunicación 
de la sangre portal con los hepatocitos. 
48% 
Células de Kupffer Fagocitos del hígado, liberan citocinas 29% 
Células estelares Función en la regeneración después de una 
lesión, precursor de miofibroblastos, 
almacenamiento de vitamina A. 
20% 
Colangiocito Transporta bilis, secreta bicarbonato y agua. ¿3? 
Tabla tomada de Juza et. al. y Laskin (Laskin, 1990; Juza and Pauli, 2014). 
*100% correspondiente a las células de parénquima únicamente. 
 
Las células del parénquima hepático, es decir los hepatocitos, constituyen el 
compartimento celular principal del hígado y realizan la mayoría de las funciones 
hepáticas (Kmieć, 2001), funciones de síntesis, almacenamiento y filtración de la sangre 
venosa portal (Alberts et al., 2007). Los hepatocitos están dispuestos en cordones de 
células que rodean los capilares sinusoidales individuales (Malarkey et al., 2005), que a 
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su vez forman lóbulos hexagonales, y las ramas de la arteria hepática, la vena porta y el 
conducto biliar se disponen en la periferia de cada lóbulo para formar una tríada portal 
(Si-Tayeb, Lemaigre and Duncan, 2010). Los lóbulos tienen capilares sinusoidales de 
pared delgada que drenan la tríada portal hacia una vena central. Cada capilar sinusoidal 
está revestido con células endoteliales fenestradas especializadas (células endoteliales 
sinusoidales) a través de las cuales la sangre portal puede comunicarse con los 
hepatocitos adyacentes. Estas no tienen una membrana basal regular y, a menudo, se ven 
afectados por los procesos citoplasmáticos de las CEH subyacentes, constituyen una 
importante barrera de filtración entre macromoléculas y células sanguíneas presentes en 
la luz sinusoidal y los hepatocitos que impiden su contacto directo y determinan el 
intercambio de diversas sustancias. Las células endoteliales sinusoidales poseen una 
gran capacidad pinocitótica y endocítica debido a la presencia de numerosos receptores 
de membrana plasmática. También participan activamente en las funciones 
inmunológicas del hígado (Kmieć, 2001). Las células de Kupffer son macrófagos 
hepáticos especializados con funciones inmunológicas y fagocíticas (Naito, Hasegawa 
and Takahashi, 1997), tales como la eliminación de sustancias extrañas y la regulación 
de la respuesta inflamatoria e inmunitaria. Las células epiteliales de las vías biliares 
transportan la bilis y regulan su pH (Bogert and LaRusso, 2007). Finalmente las CEH 
son típicamente inactivas, pero son parte integral del proceso patológico de 







Figura 2. El microambiente hepático. a) Diagrama que muestra la estructura de un 
lóbulo hepático. b) Organización de sinusoides. El sinusoide está revestido por un 
endotelio (células endoteliales sinusoidales del hígado, LSEC) que está fenestrado y 
carece de una membrana basal. Las células de Kupffer, los linfocitos (células Pit, PC) y 
las células dendríticas inmaduras (DC) se encuentran en los sinusoides. El espacio 
subendotelial, conocido como el espacio de disección, es la región de donde se origina la 







































1.2 Daño hepático 
 
El hígado puede ser dañado en respuesta a una variedad de insultos crónicos o 
agudos intermitentes, como hepatitis virales (especialmente B y C), el consumo de 
alcohol, esquistosomiasis, toxicidad por fármacos, enfermedades metabólicas debidas a 
una sobrecarga de hierro o cobre, esteatosis, ataque autoinmune a hepatocitos o al 
epitelio del conducto biliar o anormalidades congénitas (figura 3). Dentro del daño 
hepático provocado por las diversas etiologías y la fibrosis que se puede generar, hay 
mecanismos continuos y constantes de daño que estarán provocando que la función 
hepática se altere. En este mecanismo de daño muchas vías de señalización se 
involucran, existe atracción de distintos tipos celulares (macrófagos, células de Kupffer, 
linfocitos, CEH), algunos tipos celulares cambian su fenotipo a miofibroblasto, hay 
comunicación intercelular sobre el daño que esta sufriendo el tejido, se modifica la 
MEC, hay necrosis y/o apoptosis esto entre otros procesos, todo con la finalidad de 
salvaguardar la sobrevivencia del tejido (Pellicoro et al., 2014; Tsuchida and Friedman, 
2017; Distler et al., 2019). 
La respuesta al daño es la cicatrización del hígado que puede conducir a fibrosis, 
independientemente de la causa subyacente, la lesión iterativa causa daño inflamatorio, 
deposición de MEC, muerte de células parenquimatosas y angiogénesis que conduce a 
fibrosis progresiva. La matriz cicatricial generalmente se acumula muy lentamente (la 
mediana del tiempo hasta la cirrosis en la hepatitis C crónica es de 30 años), pero una 
vez que se establece la cirrosis, el potencial para revertir este proceso disminuye y se 
desarrollan complicaciones. Los polimorfismos genéticos, las marcas epigenéticas y los 
cofactores (como la obesidad y el alcohol) pueden modular el riesgo de progresión de la 
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fibrosis. Si se elimina la causa de la fibrosis puede producirse la resolución, es decir, la 
reversión completa a una arquitectura hepática casi normal.  
 
 
Figura 3. Historia natural de la enfermedad hepática crónica. En la figura se observa 
un esquema del desarrollo natural de las distintas lesiónes hepáticas y los factores que 
intervienen en la evolución de estas. Imagen modificada de Pellicoro, et al. (Pellicoro et 
al., 2014) 
 
1.3 Fibrosis hepática 
 
La fibrosis es un estado dinámico, bidireccional y en ciertos casos reversible con 
fases de inicio, progresión y regresión (Arthur, 2000; Scott L. Friedman and Michael 
J.P. Arthur, 2002). Es una respuesta protectora altamente conservada y coordinada a la 
lesión tisular, caracterizada por la acumulación de proteínas de MEC especialmente α-
actina de músculo liso (α-SMA), colágeno tipo I (COL1) y III (COLIII), también 
proteoglicanos, fibronectina y laminina en respuesta al daño hepático (Stalnikowitz and 
Weissbrod, 2003; Pellicoro et al., 2014). La interacción de múltiples vías, moléculas y 
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sistemas determina si la fibrosis es autolimitada y homeostática, o si es incontrolada y 
excesiva, ésta se vuelve problemática y clínicamente relevante cuando se produce una 
excesiva y desregulada cicatrización en respuesta a una lesión persistente crónica o 
aguda intermitente que conduce a una función tisular alterada (Pellicoro et al., 2014). La 
fibrosis hepática puede eventualmente causar cirrosis hepática, que puede ser 
identificada por la estructura anormal del hígado donde hay una cicatriz fibrosa y 
formación de nódulos de hepatocitos (Hadi et al., 2020).  
La fibrosis está precedida por inflamación y tanto el sistema inmune innato como 
adaptativo son fundamentales para regular el proceso fibrótico. Las células inmunes son 
actores clave con la capacidad de ejercer efectos de inducción de lesiones o de 
promoción de la reparación, los monocitos y macrófagos están involucrados en acciones 
inflamatorias por la producción de oxido nítrico y citocinas inflamatorias. Como 
consecuencia del daño al tejido, las CEH se someten a un proceso de activación 
caracterizado por proliferación, motilidad, contractilidad y síntesis de MEC. La 
activación de las CEH está regulada por varios factores solubles, que incluyen citocinas, 
quimiocinas, factores de crecimiento y productos de estrés oxidativo. De todas las 
citocinas y factores de crecimiento producidos, el factor de crecimiento transformante β 
(TGF-β) e interleucina 6 (IL-6) son las dos citocinas fibrogénicas principales 







1.4 Lesión epitelial y la respuesta inflamatoria.  
 
La mayoría de los tipos de insulto hepático dañan a las células epiteliales 
(hepatocitos y/o colangiocitos), lo que lleva a la liberación de mediadores inflamatorios 
y al inicio de una cascada de coagulación antifibrinolítica. Los leucocitos son reclutados 
en el sitio de la lesión por diferentes vías, probablemente relacionadas al tipo de insulto 
(Gutierrez-Ruiz et al., 2002), y fagocitan las células muertas o apoptóticas, amplificando 
la respuesta inflamatoria al generar citocinas pro-inflamatorias, como el factor de 
necrosis tumoral (TNF), IL-6 e interleucina 1β (IL-1β), y por reclutamiento de células T. 
Los leucocitos que son reclutados en el hígado se unen con las células de Kupffer para 
producir compuestos que modulan el comportamiento de las CEH. Los monocitos y 
macrófagos producen grandes cantidades de oxido nítrico (NO) y citocinas inflamatorias 
como el TNF alfa (TNF-α) que tienen un efecto estimulante directo sobre la síntesis de 
colágeno de las CEH. Las células de Kupffer pueden estimular la síntesis de MEC, la 
proliferación celular y la liberación de retinoides por las CEH a través de las acciones de 
las citocinas, especialmente TGF-β1 y especies reactivas de oxígeno y peroxidación 
lipídica. Los mediadores pro-inflamatorios generados por el daño celular y las células 
inmunes estimuladas, así como factores de crecimiento y citocinas, incluyendo el factor 
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento del tejido conectivo 
(CTGF), TGF-β e interleucina 13 (IL-13), activan células precursoras mesenquimales en 
el tejido e inducen su transdiferenciación a miofibroblastos (Adachi et al., 1994; Fischer 
et al., 2002; Canbay, Feldstein, et al., 2003; Kojima et al., 2003; Stalnikowitz and 
Weissbrod, 2003; Sun et al., 2003). 
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Las células de Kupffer expresan ligandos de muerte por inducción de TNF-α, 
ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF (TRAIL) y ligando Fas (FASL) 
mediando el daño a hígado por endotoxinas (Adachi et al., 1994; Fischer et al., 2002; 
Canbay, Feldstein, et al., 2003; Kojima et al., 2003; Sun et al., 2003). La fagocitosis de 
cuerpos apoptóticos estimula la producción de TGF-β, y la absorción de cuerpos 
apoptóticos de neutrófilos por parte de los macrófagos induce la expresión del FASL 
(Kiener et al., 1997; Geske et al., 2002). La fagocitosis de hepatocitos apoptóticos o 
linfocitos por las CEH desencadena directamente su activación fibrogénica y la 
expresión de colágeno (Canbay, Feldstein, et al., 2003; Muhanna et al., 2008; Jiang et 
al., 2009).  El TGF-β es la principal citocina pro-fibrogénica y regula a la alza la síntesis 
de α-SMA y COL1a1 por miofibroblastos derivados de CEH (Hellerbrand et al., 1999), 
mientras que el PDGF induce la proliferación de miofibroblastos a través de 
mecanismos dependientes e independientes de las señales extracelulares reguladas por 
cinasa (ERK) y por cambios en el pH intracelular (Seki et al., 2007). 
 
1.5 Células precursoras de miofibroblastos hepáticos. Las CEH. 
 
Un evento central de la fibrosis tisular es la acumulación de miofibroblastos pro-
fibrogénicos, los cuales son importantes reguladores de la respuesta fibrótica debido a la 
adquisición de propiedades productoras de cicatrices, proliferativas, migratorias, 
contráctiles, inmunomoduladoras y fagocíticas. Debido ha esto se han convertido en 
objeto de investigación y blanco principal para las terapias antifibróticas. Se ha 
demostrado que independientemente de la etiología o la duración de la lesión, los 
miofibroblastos hepáticos se derivan casi exclusivamente de la activación de las células 
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mesenquimatosas residentes, es decir, de las CEH (Friedman et al., 1985) y fibroblastos 
de localización portal no derivdos de CEH en la enfermedad biliar (Dranoff and Wells, 
2010). 
Las CEH representan del ≈5-8% de la población celular total y están localizadas 
en el espacio perisinusoidal de Disse, entre el endotelio fenestrado de los sinusoides y 
los hepatocitos, en contacto cercano con estos, células endoteliales sinusoidales y 
terminaciones nerviosas (Geerts, 2001; Demetris et al., 2016).  
En condiciones fisiológicas las CEH tienen un retículo endoplásmico rugoso de 
moderado a bien desarrollado y ocasionalmente dilatado, un pequeño complejo de Golgi, 
pericarion con varios y largos procesos (extensiones) citoplasmáticos que envuelven 
sinusoides en el espacio de Disse, presencia de gotas de lípidos citoplasmáticos en el 
citoplasma perinuclear y procesos (extensiones), aunque aproximadamente el 10% de las 
CEH carecen de lípidos, un pequeño número de mitocondrias y lisosomas, casi ausencia 
de vesículas y vacuolas endocíticas, y presencia de haces de colágeno intersticiales en 
aposición cercana a la célula. Estas a través de las extensiones citoplasmáticas 
(filamentos y microtubulos) hacen contacto con los hepatocitos, CEH adyacentes, 
células endoteliales, terminaciones nerviosas y ocasionalmente vesículas pinociticas y 
exhiben numerosas microproyecciones que sirven como sensores para la transmisión de 
señales quimiotácticas (Geerts, 2001; Atzori, Poli and Perra, 2009). A través de los 
largos procesos (extensiones) citoplasmáticos hacen contacto con los hepatocitos, CEH 
adyacentes, células endoteliales y terminaciones nerviosas, estos procesos/extensiones 
tienen numerosos filamentos y microtubulos, además ocasionalmente vesículas 
pinociticas y exhiben numerosas microproyecciones que sirven como sensores para la 
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transmisión de señales quimiotácticas (Geerts, 2001; Atzori, Poli and Perra, 2009). Las 
CEH tienen la capacidad de dividirse aunque la mayoría están en fase G0 (fase mas larga 
del ciclo celular) y su promedio de vida in situ es aun desconocido (Johnson, Hines and 
Burt, 1992; Geerts, 2001). 
La función principal de las CEH inactivas (estado quiescente) es almacenar 
esteres de retinol y vitamina A en su citoplasma (Demetris et al., 2016). El 50-80% de la 
vitamina A en el cuerpo se acumula en el hígado y de este porcentaje el 90% se 
almacena en CEH. En tejido hepático humano normal, las CEH son negativas a 
desamina, expresan vimentina, sinaptofisina, nestina, marcadores de cresta neurales, 
como la proteína ácida fibrilar glial, neurotrofinas y su receptor (p75); algunas son 
positivas a α-SMA, la molécula de adhesión celular neural está restringida a las células 
estelares periportales y de la zona media; en la tabla 2 se muestra el repertorio de 
citocinas y receptores de membrana asociados con CEH. La heterogeneidad de las CEH 
podría depender de: 1) la posición microanatómica de las células per se, ya sea estar en 
contacto con MEC diferente, hepatocitos fenotípicamente diferentes y/o con células 
endoteliales, pueden estar inervadas o no, o pueden demostrar diferentes 
concentraciones de componentes sanguíneos, incluidos oxígeno y nutrientes; 2) la edad 
de la célula; y 3) el estado funcional de la célula. Las CEH controlan la rotación de la 
MEC en el espacio de Disse secretando las cantidades correctas de ciertas moléculas de 
la MEC, liberando metaloproteinasas de matriz (MMPs) e inhibidores tisulares de las 
metaloproteinasas (TIMPs), laminina, proteoglicanos y colágeno tipo IV, que forman 
una estructura basal similar a la membrana. Son fuente importante de factores 
paracrinos, autocrinos, yuxtacrinos y quimioatrayentes que mantienen la homeostasis en 
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el medio ambiente del sinusoide hepático. Las CEH funcionan también como pericitos 
específicos del hígado, por tanto su contractilidad en respuesta a la endotelina-1 (ET-1), 
la angiotensina-II y la relajación por NO controla el diámetro de la luz sinusoidal y 
regula la microcirculación local (Geerts, 2001; Friedman, 2008a, 2008b). 
 
Tabla 2. Repertorio de citocinas y receptores de membrana asociados con CEH. 
Familia de citocina Citocina Receptor 
Proliferativo o fibrogénico 
Factores de crecimiento 
transformantes  
TGF-β1/TGF-α, BMP4 y BMP6 Receptor de TGF-β tipo I, II y 
III; receptor de manosa-6-fosfato 
Factor de crecimiento derivado 
de plaquetas 
PDGF-β  β-PDGF-R y PDGF-R o 
Factor de crecimiento epidermal NR Receptor de EGF  
Factor de células madre Factor de células madr NR 
Factor de crecimiento de 
hepatocitos 
HGF c-met 
Factor de crecimiento de tejido 
conectivo 
CTGF (CCN2) αvβ3-Integrina, receptor de 
lipoproteína de baja densidad-
relacionado a proteína (LRP) 
Factor de crecimiento de 
fibroblastos 
αFGF y bFGF FGF receptor-2 (flg)  
Endotelina-1 ET-1, ECE Receptores ET-A y ET-B 
Leptina Leptina OB-Ra y OB-Rb  
Plasminogeno UPA/PAI-1 uPAR  
Factor de crecimiento de células 
endoteliales vasculares 
VEGF VEGFR-1 (Flt1) y VEGFR-2 
(Flk1)  
Factor de crecimiento similares a 
insulina 
IGF-I y IGF-II IGF-IR  
Trombina NR Receptor de trombina  
RGD y ligandos de integrina Fibronectina, tenascina Integrinas α1β1, α2β1, α6β4, 
α5β1, α8β1, αvβ1 αvβ3, cinasa 
ligada a integrina 
Colágenos fibrilares Colágeno I y II  Receptores 1 y 2 con dominio de 
discoidina 
Canabinoides NR Receptor CB1 
Purinas Ubicuo Receptores P2Y 
Adenosina Ubicuo Receptor de adenosina A(2a) 
Renina-angiotensina Angiotensina II, renina y ACE Receptor de Angiotensina II tipo 
1 and 2 
Serotonina NR Receptores SSR2, SSR3 y SSR5 
Hedgehog Indian hedgehog y sonic 
hedgehog 
Patched  





Productos finales de glicación 
avanzada (AGE) 
NR Receptor para AGE (RAGE)  
Factor estimulante de colonia de 
macrofagos 
M-CSF NR  
Endotelina-1 ET-1 y ECE ET-A y ET-B 
Factor activador de plaquetas PAF Receptor PAF 
CD40 ligando CD40  NR  
Factor de necrosis tumoral a TNF-α TNFR1 y p75NTR 
Quimiocinas CXCL1, MCP-1 RANTES, MIP-
1, eotaxina y IL-8 
CXCR3 
Opioides NR Receptor opioide Delta 1 y 2 
LDL oxidado NR CD36  
Ligando del receptor tipo Toll NR TLR4 y CDl4 
Regenerativo 
Interleucina-6  IL-6 NR 
Neurotrofinas NGF, BDNF, NT-4 y NT-4/5 P75-NTR; Trk-B y Trk-C 




Interleucina-10 IL-10 Receptor de IL-10 
Cannabinoides NR Receptor de CB2 
Adiponectina Adiponectina NR  
Factor de crecimiento de 
hepatocitos 
HGF c-met 
Folistatina Folistatina NR 
Apoptótico 
Señalización Fas NR Fas 
Misceláneo 
Cistatina  Cistatina NR 
Catecolaminas Norepinefrina Receptores adrenérgicos y -1A 
5-Hidroxitamina  NR Subtipos de receptor de 5-
Hydroxitamina 1A, 2A y 2B 
Adrenomedulina Adrenomedulina NR  
Cascada del complemento NR  Receptor C5a 
Peptidos natriureticos NR  Receptor B de peptido 
natriuretico 
Tabla tomada de Friedman, S. L. (Friedman, 2008b). Se muestra una compilación de datos reportados de 
todas las especies de mamíferos que describen la expresión de mRNA o proteína para una amplia gama de 
citocinas y factores solubles, y/o sus receptores afines asociados con CEH. La tabla está organizada de 
acuerdo con su actividad principal, aunque la mayoría de estas moléculas tienen muchas actividades. La 






1.6 Activación de las CEH 
 
Las CEH normalmente se encuentran en un estado quiescente pero después de una 
lesión hepática, se vuelven activas y se diferencian en células similares a 
miofibroblastos, que se caracterizan por una pérdida de gotas de lípidos, por una mayor 
proliferación, migración, contractilidad, síntesis excesiva de proteínas MEC, y por la 
liberación de factores proinflamatorios y pro-fibrogénicos, incluido el TGF-β. Las CEH 
en estado inactivo no son proliferativas y en esta etapa la producción de colágeno es tipo 
IV > III > I. Durante la transición, se produce colágeno tipo I > III > IV. La transición de 
CEH a fenotipo tipo miofibroblastos se caracteriza ultraestructuralmente por la aparición 
en citoplasma de cuerpos densos y parches de miofilamentos, pierden su señalización de 
marcador neural, lo que permite discriminar el estado de activación celular de estas 
células in vitro e in vivo, y una mayor expresión de α-SMA, que junto con la expresión 
de receptores de integrina específicos para componentes constitutivos de proteínas de 
MEC (particularmente colágeno tipo I y III) conducen a la configuración estructural de 
CEH activada (CEHa), caracterizada por tensión del citoesquelético o estrés relevante 
para la modulación de diferentes funciones celulares en respuesta a factores de 
crecimiento y vasoconstrictores (Pinzani and Gentilini, 1999; Pellicoro et al., 2014). Las 
CEHa producen la mayor cantidad de colágeno (hasta el 80%) en el hígado y secretan 
proteínas de MEC, TIMPs y MMPs de manera abundante lo que provoca la 
remodelación de la arquitectura hepática, así la reducción de las CEHa es critica para la 
resolución de la fibrosis (Zhang et al., 2016). Se ha demostrado que α-SMA es un 
marcador en el desarrollo y la progresión de la fibrosis (Kharbanda et al., 2004; Akpolat 
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et al., 2005) y que desempeña un papel importante en la contractilidad del injerto en el 
proceso de cicatrización de heridas y la fibrosis tisular (Hinz et al., 2001). 
La activación de las CEH consta de dos fases principales, iniciación (también 
llamada “etapa preinflamatoria”) y perpetuación (Friedman, 2004), seguida de una fase 
de resolución en caso de resolverse la lesión hepática. La iniciación es la etapa donde se 
dan los cambios tempranos en la expresión génica y el fenotipo que hacen que las 
células respondan a otras citocinas y estímulos, resulta principalmente de la estimulación 
paracrina, debido a cambios en la MEC circundante, así como a la exposición a 
peróxidos lipídicos y productos de hepatocitos dañados. Los primeros cambios 
observados durante la activación de CEH son el resultado de la estimulación paracrina 
de todos los tipos de células vecinas, incluidos el endotelio sinusoidal, los hepatocitos y 
las plaquetas. Los hepatocitos son una fuente potente de especies reactivas de oxígeno 
que en parte desencadenan el proceso fibrogénico, generadas por lesiones de membrana 
y peroxidación lipídica (Novo et al., 2006). La apoptosis de hepatocitos después de una 
lesión también promueve el inicio de la activación de las CEH a través de un proceso 
mediado en parte por Fas y TRAIL (Canbay et al., 2002; Canbay, Friedman and Gores, 
2004). Los fragmentos apoptóticos liberados de los hepatocitos son fibrogénicos hacia 
las CEH en cultivo y activan las células de Kupffer (Canbay, Feldstein, et al., 2003; 
Canbay, Taimr, et al., 2003). La infiltración y activación de células de Kupffer también 
contribuyen a la activación de las CEH. Las células de Kupffer estimulan la síntesis de 
la MEC, la proliferación celular y la liberación de retinoides por las CEH a través de las 
acciones de las citocinas (especialmente TGF-β1) y las especies reactivas de oxígeno 
(Bilzer, Roggel and Gerbes, 2006). También es probable que las células endoteliales 
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participen en la conversión de TGF-β de la forma pro-fibrogénica latente a activa y 
también produzcan una isoforma celular de fibronectina que provoque la activación 
temprana de las CEH (Jarnagin et al., 1994). Las plaquetas proporcionan estimulación 
paracrina adicional mediante PDGF, TGF-β1 y factor de crecimiento epitelial (EGF) 
(Bachem, Melchior and Gressner, 1989). La perpetuación resulta de varios circuitos de 
retroalimentación positiva que involucran, entre otros receptores, los receptores de TGF-
β, el receptor PDGF-β (Bonner, 2004) y los receptores de angiotensina II (Oakley et al., 
2009), que están regulados positivamente en estas células, los efectos de estos estímulos, 
entre otros, mantienen el fenotipo activado y generan fibrosis, implicando bucles 
autocrinos y paracrinos, e implica al menos seis cambios discretos en el comportamiento 
celular: proliferación, quimiotaxis, fibrogénesis, contractilidad, degradación de la MEC, 
pérdida de retinoides e infiltración celular inflamatoria, siendo el efecto neto de estos 
cambios aumentar la acumulación de MEC mientras se acelera el reemplazo de la matriz 
normal con una "cicatriz" de la herida. La resolución de la fibrosis se refiere a vías que 
conducen a la CEH a la apoptosis o contribuyen a su reversión a un fenotipo más 
inactivo (Friedman, 2008b). 
La contractilidad de las CEH puede ser un determinante importante de los 
aumentos tempranos y tardíos de la resistencia portal durante la fibrosis hepática. Las 
bandas de colágeno típicas de la cirrosis terminal contienen grandes cantidades de CEH 
activadas (Rockey, 2001b, 2001a, 2003). La adquisición de un fenotipo contráctil 
durante la activación de CEH está mediada en parte por receptores que interactúan con 
la MEC y son impulsados por la señalización de calcio (Melton, Datta and Yee, 2006). 
La ET-1 y el NO son los principales contrarreguladores que controlan la contractilidad 
de las CEH, además de mediadores adicionales como angiotensinógeno II, eicosanoides, 
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péptido natriurético auricular, somatostatina y monóxido de carbono, entre otros 
(Reynaert et al., 2002; Rockey, 2003). Si bien la mayoría de los estudios implican la 
señalización de calcio en respuesta a la contractilidad inducida por ET-1 (Pinzani et al., 
1992), también lo hay independiente del calcio (Melton, Datta and Yee, 2006). A 
medida que se activan las CEH, aumenta la expresión de la proteína citoesquelética α-
SMA (Ramadori et al., 1990; Rockey et al., 1992), lo que confiere potencial contráctil a 
las células. 
 
1.7 Factor de crecimiento transformante β (TGF-β) 
 
El TGF-β es el miembro mejor estudiado de una familia de factores de 
crecimiento celular, ubicuos, multifuncionales y esenciales para la supervivencia, que 
tienen un papel importante para el desarrollo embrionario, proliferación celular, 
diferenciación, apoptosis, inflamación, reparación de tejidos, la respuesta inmune y 
producción de la MEC (Roberts, 1999; Gressner, 2002a; Dooley and ten Dijke, 2012; 
Gomes et al., 2012; Xu et al., 2018). Se han descrito cinco isoformas de TGF-β en 
diferentes organismos. En los mamíferos se han descrito tres formas de TGF-β (β1, β2 y 
β3), las cuales residen en diferentes cromosomas (19q13, 1q41 y 14q24 en humanos, 
respectivamente), pero poseen 80% de homología en secuencia de aminoácidos, 
mientras que las isoformas 4 y 5 se han identificado en aves y anfibios, respectivamente 
(Bissell, Roulot and George, 2001; Peralta-Zaragoza, Lagunas-Martínez and Madrid-
Marina, 2001). En estado inactivo, el TGF-β se encuentra unido al péptido asociado a 
latencia (LAP). Después de secretarse, TGF-β se activa por medio de la proteólisis de la 
proteína asociada a TGF-β y está listo para unirse a sus receptores y dar paso a la 
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señalización correspondiente (Bissell, Roulot and George, 2001; Peralta-Zaragoza, 
Lagunas-Martínez and Madrid-Marina, 2001; Hernandez-Cañaveral et al., 2004). La 
activación de este factor puede ser por varias causas, pH extremo, altas temperaturas, 
proteólisis limitada, desglicosilación de LAP, o por un mecanismo particular de 
activación, iniciado por la unión del complejo latente de TGF-β1 a la trombospondina 1 
(TSP–1) (Kondou et al., 2003; de Caestecker, 2004). El TGF-β se secreta a partir de las 
CEH activadas y se sabe que es un mediador esencial de la fibrogénesis (Gressner, 
2002a; Dooley and ten Dijke, 2012). 
En la fibrosis hepática, TGF-β está directamente implicado en la sobreexpresión 
de COL1, TIMPs y inhibidor del activador del plasminógeno 1 (PAI-1), contribuyendo 
de esta manera al establecimiento y avance de la enfermedad (Armendariz‐Borunda et 
al., 1990; Tsuchida et al., 2003b). También estimula la producción de otros 
componentes de la MEC como la fibronectina y proteoglicanos, y favorece la 
supervivencia de miofibroblastos a través de la activación de la cinasa de adhesión focal 
(FAK) y la proteína quinasa B (AKT) (Horowitz et al., 2007). Las señales rio abajo de 
TGF-β incluyen una familia de moléculas bifuncionales conocidas como Smads, sobre 
las cuales muchas señales extracelulares e intracelulares convergen para afinar y mejorar 
los efectos de TGF-β durante la fibrogénesis (Inagaki y Okazaki, 2007). Además TGF-β 
estimula el colágeno en las CEH a través de un mecanismo dependiente de peróxido de 
hidrógeno y C/EBP. La respuesta de Smads en células estrelladas difiere entre lesión 
aguda y crónica para favorecer aún más la producción de MEC (Tahashi, 2002; Liu et 
al., 2003; Dooley and ten Dijke, 2012). 
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1.8 Matriz extracelular (MEC) 
 
En el hígado la MEC constituye aproximadamente el 0.5% del peso húmedo del 
hígado y su composición es de gran importancia (Geerts, 2001). La MEC es una red 
compleja con moléculas definidas y organizadas, para determinar la histoarquitectura del 
tejido, proporcionando a las células un andamio y señales que dirigen la polarización, 
migración, proliferación, supervivencia y diferenciación (Schuppan et al., 2001); además 
abarca factores de crecimiento y MMPs que están específicamente unidos por los 
componentes de la MEC; por lo tanto podemos decir que la MEC son conjuntos 
poliméricos flexibles que se reforman continuamente de acuerdo a las necesidades 
prevalecientes y en respuesta a los estimulos externos como el daño a tejido. La MEC 
tiene diferentes densidades, esta es densa en las tríadas porta, alrededor de las venas 
centrales y en la cápsula de Glisson; en el espacio de Disse [separa el epitelio 
(hepatocitos) del endotelio sinusoidal] hay pequeñas cantidades de MEC de baja 
densidad que pueden subdividirse en la matriz pericelular en contacto directo con las 
células, el material basal similar a una lámina que forma un soporte para el endotelio y 
los procesos de las CEH, y los paquetes de colágeno intersticial que refuerzan la 
arquitectura del espacio de Disse (Geerts et al., 1990; Geerts, 2001; Schuppan et al., 
2001). Aunque la cantidad de material de la MEC en el espacio de Disse es poca y de 
baja densidad, su composición es de gran importancia para el mantenimiento de las 
diferentes funciones de las células residentes del hígado (hepatocito, CEH, endotelio 
sinusoidal y células de Kupffer) ya que de eso depende la expresión de su fenotipo 
correcto; por lo tanto un cambio en la composición de la MEC resultará en un cambio de 
fenotipo, ya que las células confían en la MEC correcta para expresar su fenotipo in vivo 
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(Geerts et al., 1990; Geerts, 2001; Schuppan et al., 2001). La comunicación entre las 
células y la MEC está mediada por receptores transmembrana como integrinas 
(mecanorreceptores que proporcionan un enlace físico de transmisión de fuerza entre la 
MEC y el citoesqueleto), proteoglicanos transmembrana o moléculas que están 
asociadas con los receptores de matriz, controlando actividades celulares como la 
adhesión, diferenciación, migración, proliferación o apoptosis; y es este contacto el que 
en parte mantiene a las CEH con un fenotipo inactivo, además de la transducción de 
señales y el ensamblaje del citoesqueleto (Geerts, 2001; Schuppan et al., 2001; Rockey, 
Du and Shi, 2019). Los tres tipos de células que delimitan el espacio de Disse 
(hepatocitos, células endoteliales y células estelares) expresan todos los componentes de 
la MEC, en la figura 4 se muestran las principales moléculas de MEC que se encuentran 
en el hígado normal y fibrótico, además se incluyen las proteínas que son secuestradas 
específicamente por las moléculas de MEC como la fibrina, plasmina, el activador del 
plasminógeno de la urocinasa (UPA), PAI-1, la transglutaminasa tisular, la lisil oxidasa, 




Figure 4. Resumen de las principales moléculas de MEC que se encuentran en el 
hígado normal y fibrótico. Descripción general de colágenos, glucoproteínas no 
colágenas, elastina, glucosaminoglicanos y proteoglucanos que se expresan en el hígado. 
Figura tomada de Schuppan et. al. (Schuppan et al., 2001) 
 
La fibrosis refleja un equilibrio entre la producción de matriz y la degradación. A 
medida que el hígado se vuelve fibroso, se producen cambios cualitativos significativos 
en la MEC, y el contenido total de colágenos y componentes no colagenosos aumenta 
hasta diez veces. La MEC de baja densidad se transforma a alta densidad (anormal) que 
compromete la función de los hepatocitos y conduce a una mayor activación de las CEH, 
y una consecuencia inevitable de la acumulación de MEC fibrótica (y la contracción de 
miofibroblastos) es un aumento progresivo de la rigidez del tejido, continuando el ciclo. 
Por lo tanto, al igual que la producción de matriz, la degradación de la MEC es un 



































































interrupción temprana de la MEC hepática normal por proteasas degradantes de la MEC 
acelera su reemplazo por la matriz cicatricial, que tiene efectos nocivos sobre la función 
celular. 
La señalización biomecánica, mediada a través de una mayor rigidez del tejido, 
es un mecanismo crucial para promover y mantener el fenotipo miofibroblástico 
contráctil diferenciado para continuar el proceso fibrótico. Las proteínas de adhesión 
celular, como las integrinas, median interacciones complejas célula-célula y célula-MEC 
en las respuestas de curación de heridas. Las integrinas transducen señales 
bidireccionales que regulan el comportamiento celular, incluida la proliferación, 
motilidad, diferenciación, supervivencia y apoptosis. Durante la fibrogénesis, el aumento 
de la expresión de las integrinas αv en los miofibroblastos hepáticos (Henderson, N. C. 
et al., 2013) y de la integrina αvβ6 en los colangiocitos activados modifica la respuesta 
celular a los estímulos fibrogénicos. La integrina αvβ6 puede unirse y activar TGF-β 
latente, y la expresión de integrina αvβ6 aumenta en el hígado fibrótico humano y en 
modelos animales (Popov, Y. et al., 2008). Uno de estos mecanismos es a través de 
MMP2 (Yu and Stamenkovic, 2000), que estimula la activación del TGF-β al disociarlo 
del LAP (Wipff et al., 2007; Olsen et al., 2011), y se ha relacionado con integrinas, 
desconectándolas de la MEC, promoviendo la apoptosis por pérdida de la señalización 
de supervivencia mediada por MEC y por inducción activa de apoptosis mediada por 
integrinas (Levkau et al., 2002). La importancia de este mecanismo regulador en la 
fibrosis ha sido destacada por el desarrollo de STX-100 (Biogen Idec), un anticuerpo 
monoclonal humanizado específico para la integrina αvβ6, que altera selectivamente la 
activación de TGF-β en el tejido fibrótico; este medicamento se encuentra en ensayos 
clínicos de fase II en pacientes con fibrosis pulmonar idiopática (Pellicoro et al., 2014). 
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Durante la activación de las CEH la α-SMA es transactivada por el factor de 
respuesta sérica (SRF), lo que conduce a la polimerización de αondu y la formación de 
fibras de tensión, que sirven como citoesqueleto funcional de actina y transmiten señales 
mecánicas al núcleo para regular la expresión de COL1. Asi la dinámica del 
citoesqueleto de actina durante la activación de las CEH juega un papel crítico para los 
atributos morfológicos y funcionales de las CEH y en la expresión de COL1 (figura 5) 
(Shi and Rockey, 2017; Rockey, Du and Shi, 2019). 
 
 
Figura 5. Un mecanismo molecular propuesto por Rockey et. al. subyacente al 
efecto de α-SMA sobre la diferenciación de miofibroblastos hepáticos y la 
fibrogénesis hepática. La αLa ra 5.transactivada por el factor de respuesta sérica (SRF) 
durante la activación de las CEH, lo que conduce a la polimerización de actina y la 
formación de fibras de estrés, que transmite señales mecánicas al núcleo para regular la 















1.9 Metaloproteinasa (MMPs) 
 
Las MMPs son fundamentales para el proceso de remodelación de la fibrosis. Se 
trata de endopeptidasas multifuncionales que contienen calcio y zinc capaces de 
degradar componentes de la MEC, factores de crecimiento, citocinas y receptores de 
señalización y adhesión asociados a la superficie celular (Benyon and Arthur, 2001; 
Iredale, 2001; Campana and Iredale, 2015). Las MMPs se dividen en cinco categorías 
según su especificidad de sustrato (tabla 3) y todas las MMPs son sintetizadas por 
diferentes tipos de células hepáticas (McCrudden and Iredale, 2000). Las CEH son la 
fuente principal de MMP1, MMP2, MMP9, MMP13 (el equivalente de roedor de 
MMP1) y estromelisina (Arthur et al., 1992; Milani et al., 1995; Vyas et al., 1995; Han 
et al., 2007; Wang et al., 2017).  
 
Tabla 3. Clasificación de las MMPs. 
Categoría  
Colagenasas intersticiales MMP-1, MMP-8, MMP-13 
Gelatinasas  MMP-2, MMP-9 y proteína de activación de 
fibroblastos 
Estromelisinas MMP-3, MMP-7, MMP-10, MMP-11 
Tipo de membrana  MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-24, 
MMP-25 
Metaloelastasa  MMP-12 
 
Un determinante importante de la fibrosis progresiva es la incapacidad de 
degradar el aumento de la matriz intersticial o cicatriz. La MMP1 es la principal proteasa 
que puede degradar el COL1, el colágeno principal en el hígado fibrótico (Brinckerhoff, 
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Rutter and Benbow, 2000). La MMP3 tiene la capacidad de activar a la MMP1 y 
MMP9, las cuales son muy importantes para la degradación de proteínas de MEC 
durante la fibrosis. La MMP9 (gelatinasa B), es un fuerte proteolítico de las gelatinas y 
son principalmente producidas por las células de Kupffer (Arthur, 2000); es una de las 
enzimas más activas durante el curso de la enfermedad, desempeñando un papel 
importante en la remodelación de la MEC por la digestión de muchas moléculas, entre 
ellas el COL1 (Tsuchida et al., 2003a). Además de las MMPs, los TIMPs también 
pueden afectar el resultado de la fibrosis (Wang et al., 2011; Jackson et al., 2017). 
Las MMPs pueden participar en la promoción del proceso apoptótico mediante la 
generación de fragmentos inductores de apoptosis, que puede ser el resultado tanto de la 
síntesis/deposición de la MEC como de la proteólisis a través de enzimas que degradan 




Figura 6. Diagrama Esquematico de la regulación de integrinas y MMPs durante 
apoptosis endotelial. Figura basada en Levkau et. al. creada con Biorender (Levkau et 
al., 2002).  
 
1.10 Inhibidores tisulares de las metaloproteinasa (TIMPs) 
 
La regulación de la actividad de las MMPs se produce en muchos niveles, entre 
los que se encuentra su inactivación mediante la unión a TIMPs (Jackson et al., 2017). 
Estas proteínas secretadas de manera endógena inhiben todas las MMPs, pero tienen 
mayor especificidad y selectividad frente a miembros de las familias ADAM y 
ADAMTS (del ingles, a disintegrin and metalloprotease with thrombospondin motif). 
Cada TIMP se dirige a múltiples enzimas y cada metaloproteinasa tiene una 
sorprendentemente amplia gama de sustratos proteicos que son capaces de desencadenar 
respuestas celulares fundamentales. Por lo tanto, la inhibición mediada por TIMPs 
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controla una cascada piramidal inherente a la homeostasis tisular (figura 7) y las 
perturbaciones de TIMPs conducen a resultados biológicos complejos e impredecibles 
específicos del tejido. 
Las CEH producen únicamente TIMP1 y TIMP2 (Boigk et al., 1997; Arthur, 
2000), y la producción de estas proteínas durante la lesión hepática podría inhibir la 
actividad de las MMPs, lo que lleva a una degradación reducida de la MEC acumulada 
durante la lesión hepática. TIMP1 tiene funcion antiapoptótica en las CEH (Murphy et 
al., 2002), por lo tanto, su expresión sostenida en la lesión hepática aumentará la 
población de CEHa al evitar su eliminación. En apoyo del papel de TIMP1 in vivo, la 
sobreexpresión transgénica de TIMP1 en el hígado o la administración de anticuerpos 
neutralizantes de TIMP1 retrasan la regresión de la fibrosis hepática en animales 
experimentales (Yoshiji et al., 2002). Las MMPs y TIMPs en conjunto son de mucha 
importancia no sólo en la fisiología de la remodelación y reparación de la MEC, sino 
también en el desarrollo del proceso fibrogénico. 
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Figura 7. TIMPs, sus blancos y la superposición con la función celular. Los TIMPs 
controlan una variedad de funciones celulares mediante la superposición de diferentes 
perfiles de MMPs. La jerarquía de las relaciones entre inhibidores, proteasas, sustratos y 
procesos celulares se representa en cuatro niveles. Los TIMPs inhiben las MMPs que 
degradan una variedad de sustratos para generar señales celulares diversas y cruciales 
que regulan los aspectos tanto estructurales como celulares de la arquitectura de los 
tejidos. Figura tomada de Jackson et. al. (Jackson et al., 2017). FAC, fibroblasto 
































Las mitocondrias forman una red dinámica e interconectada que está íntimamente 
integrada con otros compartimentos celulares. Realizan funciones diversas e 
interconectadas, producen ATP y muchos intermedios biosintéticos y participan en casi 
todos los aspectos de la función celular tales como: mantenimiento de células madre, 
cáncer, metabolismo, diferenciación, muerte celular (apoptosis), autofagia, inflamación 
y senescencia, respuesta inmune innata y migración (figura 8) (Yasukawa et al., 2009; 
Nunnari and Suomalainen, 2012; Kasahara et al., 2013; Khacho et al., 2016; Filadi, 
Pendin and Pizzo, 2018; Murphy and Hartley, 2018; Sorrentino, Menzies and Auwerx, 
2018; Suomalainen and Battersby, 2018). En la mayoría de las células, las mitocondrias 
se organizan en una red tubular y dinámica que se somete a una remodelación continua, 
esta naturaleza cambiante y adaptable de las mitocondrias que involucra su morfología y 
distribución subcelular se conoce como dinámica mitocondrial. Los dos mecanismos 





Figura 8. Estructura y función mitocondrial. A) Las mitocondrias coordinan diversas 
funciones celulares. Se enumeran los procesos clave que dependen de las mitocondrias. 
B) Estructura mitocondrial. La luz mitocondrial está rodeada por dos membranas: la 
membrana mitocondrial externa (OMM) y la membrana mitocondrial interna (IMM). C) 
El OMM establece redes de interacciones con otros orgánulos, incluidos los sitios de 
contacto de membrana con el retículo endoplásmico (RE), la membrana plasmática, los 
lisosomas y los endosomas, las gotas de lípidos, los peroxisomas y los melanosomas. 
Estos sitios de contactos de membrana regulan las funciones mitocondriales. Además, 
las mitocondrias liberan vesículas derivadas de mitocondrias (MDV) y compartimientos 
derivados de mitocondrias (MDC), que incorporan componentes mitocondriales. D) La 
forma mitocondrial es fundamental para la actividad mitocondrial (metabólica). Los dos 
mecanismos principales de la dinámica de la membrana mitocondrial son la fusión y la 
fisión (división). Figura tomada de Giacomello et. al.(Giacomello et al., 2020). 
 
El hecho de que la apariencia mitocondrial cambia según el contexto celular tienen al 
menos dos implicaciones. Primero, sugieren que la morfología mitocondrial puede ser 
modulada dinámicamente, por los componentes estructurales (lípidos y proteínas) y vías 
de señalización. Segundo, que la morfología mitocondrial participa en la adaptación 





















































mitocondrial a las señales citosólicas (Pernas and Scorrano, 2016). Por lo tanto, la 
desregulación de la dinámica mitocondrial, en particular de la fusión y la fisión, se ha 
relacionado con varios trastornos genéticos en humanos y los efectores moleculares de 
estos procesos estén sujetos a varias modificaciones post-traslacionales, que permiten el 
acoplamiento de la dinámica de la membrana mitocondrial a la señalización celular, lo 
que refleja la sensibilidad y la capacidad de respuesta de la dinámica mitocondrial a los 
estados celulares (Giacomello et al., 2020).  
Las mitocondrias son un orgánulo altamente dinámico en constante fisión y 
fusión, y su equilibrio regula su morfología y la función normal de estas. En los 
mamíferos, la fusión de las mitocondrias está regulada por dos mitofusinas, mitofusina 1 
(MFN1) y mitofusina (MFN2), ambas mitofusinas son esenciales para el desarrollo, 
realizando funciones parcialmente redundantes y distintas, dependiendo de la etapa de 
desarrollo (Chen et al., 2003). MFN1 y MFN2 se expresan de forma ubicua y muestran 
diferentes niveles de expresión en diferentes tejidos (Filadi, Pendin and Pizzo, 2018). 
Además de participar en la fusión, MFN2 participa en la interacción mitocondrias-
mitocondrias y en la yuxtaposición de las mitocondrias con otros orgánulos, 
particularmente con el retículo endoplásmico (RE) (de Brito and Scorrano, 2008) y su 
expresión se ha relacionado con enfermedad hepática crónica (Chen et al., 2013; Zhu et 
al., 2020). 
El hígado es un órgano vital en los mamíferos y desempeña un papel central en la 
homeostasis del metabolismo de los carbohidratos, lípidos y proteínas en el cuerpo, y las 
mitocondrias integran estas vías; en este contexto, las mitocondrias, específicamente 
MFN2, participan en las enfermedades hepáticas. Se ha visto que en células de 
hepatocitos humanos (L02), la expresión de MFN2 disminuyó significativamente en 
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condiciones de tratamiento con glucoquenodesoxicólico (GCDCA), el principal 
componente tóxico del ácido biliar; además, la sobreexpresión de MFN2 (debido al 
aumento de la fusión mitocondrial ) disminuye la fragmentación mitocondrial y revierte 
el daño mitocondrial observado en las células L02 tratadas con GCDCA (Chen et al., 
2013). En células HSC-T6 se demostró que la sobreexpresión de MFN2 inhibía la vía de 
señalización de TGF-β1/Smad, desencadenando la regulación negativa de los 
marcadores asociados con la fibrosis hepática, y en un modelo murino (ratones 
C57BL/6), la sobreexpresión de MFN2 mejora la fibrosis hepática inducida por CCl4 
con infiltración de células inmunes significativamente disminuida (Zhu et al., 2020).  
 
1.12 Estrategias antifibróticas 
 
Un fármaco con actividad antifibrótica ideal y específica del hígado debe evadir 
los efectos adversos sobre las proteínas de matriz extrahepática y debe selectivamente 
atenuar la excesiva deposición de colágena sin afectar la síntesis de MEC normal, por lo 
cual recientemente, la inhibición del daño parenquimal, la inflamación hepática y la 
modulación o reversión de la activación de las CEH son de gran interés para la búsqueda 
de potenciales fármacos antifibróticos. 
Hasta el momento no se dispone de una terapia de eficacia comprobada que 
permita revertir o inhibir el proceso fibrogénico, que sirvan de base para el desarrollo de 
tratamientos farmacológicos eficientes. El empleo de farmacos con propiedades 
antioxidantes como vitamina E (Parola et al., 1992) silimarina, fosfatidil-colina (Ma, 
Jingbo and Charles S, 1996), S-adenosil-L-metionina, retinoides y quercetina 
(Mizobuchi et al., 1998; Godichaud et al., 2000) y casticina (Zhou et al., 2017) en 
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diferentes modelos experimentales mostraron que suprimen la respuesta fibrótica al daño 
oxidativo, sin embargo de algunos compuestos faltan estudios que valoren su seguridad 
y eficacia.  
Además la falta de selectividad celular in vivo de los fármacos que muestran un 
efecto antifibrótico in vitro es otro importante problema de los medicamentos en uso, 
que pueden terminar produciendo importantes efectos secundarios, como la apoptosis de 
macrófagos y linfocitos T por el uso de la gliotoxina (Waring and Beaver, 1996), el 
riesgo de desarrollar enfermedades autoinmunitarias y neoplásicas por el empleo de 
antagonistas del TGF-β (Prud’homme and Piccirillo, 2000; Peralta-Zaragoza, Lagunas-
Martínez and Madrid-Marina, 2001), o el riesgo de desarrollar tumores malignos por el 
uso de los agonistas de los receptores activados por proliferadores de peroxisomas 
(Everett, Galli and Crabb, 2000). Surge entonces la necesidad de disponer de fármacos 
antifibróticos que puedan actuar selectivamente en las CEH activadas. Las CEH, son 
hasta el momento, las principales células fibrogénicas a nivel hepático, volviéndose de 
esta forma, unos de los blancos terapéuticos más importantes para el tratamiento (Garcı́a 
et al., 2002; Fallowfield, 2011; Rockey, 2013). 
 
1.13 Plantas con actividad antifibrotica 
 
Las plantas han sido usadas por practicantes de la medicina tradicional por miles 
de años para el tratamiento de diversas enfermedades. Los productos naturales han 
demostrado ser una excelente fuente de moléculas novedosas, algunas de las cuales han 
funcionado como fármacos o han sido inspiración para la síntesis de algunos otros 
(Domitrović and Potočnjak, 2016). Existen evidencias científicas considerables en que 
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agentes fitogénicos pueden tener beneficios significativos sobre la disfunción y curso de 
estas enfermedades del hígado. Algunas de las plantas más estudiadas en enfermedades 
hepáticas son por ejemplo: Silybum marianum (cardo mariano) (Fehér et al., 2015; Wah 
Kheong, Nik Mustapha and Mahadeva, 2017), Rosmarinus officinalis (romero) 
(Rašković et al., 2014; Bahri et al., 2017), Synara scolymus (alcachofa) (Speroni et al., 
2003; Salem et al., 2015) y algunas más como Glycyrrhiza glabra (licor de raíz) (Li et 



















Tabla 4. Plantas y hongos con actividad hepatoprotectora. 
Planta Actividad 
Tripterygium 
wilfordii (Chong et 
al., 2011) 
Inhibición transcripcional de NFκB inducida por TNF-α en CEH-
T6.  
Supresión de la deposición de colágeno inducida por TNF-α y TGF-
β1 y la secreción de α-SMA en CEH-T6.  
Alnus firma (Lee et 
al., 2011) 
 
Actividad inhibidora de la proliferación celular en CEH-T6.  
Terminalia chebula 
(Chuang et al., 
2011) 
Efectos antiproliferativos en células CEH-T6.  
Disminución de la expresión de Smd2, Smad3 y Smad4, y la 
síntesis de colágeno, procolágeno I (α1) y III,  
Suprime la activación de PAI-1 
Aspergillus 
fumigatus (Sutton et 
al., 1994; Wright et 
al., 2001; Kweon et 
al., 2003; Orr et al., 
2004) 
Induce la apoptosis de las CEH  
Posee un efecto inmunodepresor 
Stephania tetrandra 
(Huang et al., 1999; 
Park et al., 2000) 
Induce la apoptosis de las CEH 
Efecto antioxidante 
Induce la reducción de la presión venosa portal 
Salvia miltiorrhiza 
(Nan et al., 2001; 
Liu et al., 2002; 
Kim et al., 2003) 
Inhibe la proliferación de las CEH  
Disminuye la activación de las CEH y la expresión de proteínas de 
la MEC por el TGF-β1 
Induce la apoptosis de las CEH 
Silybum marianum 
(Boigk et al., 1997; 
Jia et al., 2001; 
Abenavoli et al., 
2010) 
Disminuye los valores del RNA mensajero del procolágeno α1(I), 
TIMP1 y TGF-β1. 
Betula platyphylla 
(Lee et al., 2012) 
Inhibieron significativamente la proliferación de HSC  
Disminución del contenido de colágeno  
Aumenta la actividad de Caspasa-3/7.  
Liriodendron 
tulipifera (Jeong et 
al., 2015) 
Atenuación de la proliferación de las CEH-T6 activadas.  
Reducción de la deposición de colágeno en las CEH-T6 activadas. 
Disminución de la producción TNF-α inducido por 
lipopolisacáridos en RAW264.7 células macrófagas.  
Caesalpinia sappan 
(Kadir et al., 2014)  
Normalización de la expresión de las proteínas TGF-β1, αSMA, 
PCNA, MMP y TIMP1.  
Cnidium monnieri 
(Shin et al., 2011) 
Inhibición de la proliferación de CEH Reducción del contenido de 
colágeno en las CEH-T6. 
Camellia sinensis 
(Tsai et al., 2013) 
Prevención de la fibrosis hepática inducida por CCl4 por 
disminución del nivel de hidroxiprolina en el hígado  
Reducción de fibrosis hepática por observaciones  histológicas.  
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1.13.1 Turnera diffusa 
 
Se ha reportado que existe una relación entre la actividad antioxidante y 
hepatoprotectora de extractos o compuestos obtenidos a partir de productos naturales 
(Krithika et al., 2009; Brito et al., 2012; Rupeshkumar, Kavitha and Basu, 2012). 
México es uno de los países con mayor biodiversidad en el mundo. El grupo de 
investigación de la Dra Noemi Waskman de Torres reportó la actividad antioxidante y 
hepatoprotectora del extracto metanólico de Turnera diffusa ha través de un modelo in 
vitro en células HEPG2 tratadas con CCl4 y observaron que disminuía los niveles de 
AST (figura 9A) (Salazar-Aranda et al., 2011; Torres-González et al., 2011). Se 
fraccionó el extracto de la planta y se logró aislar el agente responsable de la actividad 
hepatoprotectora de T. diffusa, llamado hepatodamianol, un flavonoide C-glicosilado, el 
cual fue evaluado en el mismo modelo in vitro y resultó mejor que la silimarina (figura 
9B). Debido a que la obtención de la molécula pura es difícil y costosa se establecieron 
las condiciones para obtener un extracto estandarizado de T. diffusa (EETD) que sirviera 
como base para un posible medicamento herbolario (tabla 5) (Delgado-Montemayor et 
al., 2017, 2020). 
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Figura 9. Resultados obtenidos de la evaluación de T. diffusa por el grupo de 
investigación. A) Resultados de la actividad hepatoprotectora del extracto metanólico de 
Turnera diffusa ha través de un modelo in vitro en células HEPG2 tratadas con CCl4. B) 
Resultados de la actividad hepatoprotectora del hepatodamianol evaluado en el mismo 


























































































































































































Tabla 5. Parámetros evaluados y valores esperados para EETD. 
Característica Valor 
Cuantificación de 
Hepatodamianol por HPLC 




Presentar las señales para el 1D-TOCSY selectivo para 
los sistemas de espines de 6 ́ ́ ́ (219Hz)y 6 ́ ́ (564Hz) 
Solventes residuales Con 24 h de liofilizado, señales de solventes menores a 
la señal de N2 
Flavonoides totales Con 24 h de liofilizado, señales de solventes menores a 
la señal de N2 
Actividad antioxidante (DPPH) CE50 60.09 ± 8.33 µg/mL 
Identificación de flavonoides Mostrar los iones [M+H]+ 579, 595, 575, 577, 561 y 
corresponder con los patrones de fragmentación 
Actividad hepatoprotectora En el modelo in vitro liberar 38.63 ± 3.26 UI/L de 
AST 
 
1.14 Flavonoides  
 
Los flavonoides, son metabolitos secundarios de las plantas, son frecuentemente 
compuestos no tóxicos, con bajo potencial de interacción farmacológica y activación 
procarcinogénica, y han mostrado efectos de actividades con potencial farmacológico in 
vitro e in vivo. Tienen la capacidad de modular las vías de señalización para actividad 
antiinflamatoria, antiapoptótica, antiestática y antifibrótica específica (Domitrović and 
Potočnjak, 2016). Los efectos hepatoprotectores de los flavonoides se han atribuido con 
frecuencia a la actividad antioxidante (Cao, Mak and Lieber, 2006). Algunas vías de 
señalización moduladas para flavonoides son Nrf2/ARE (factor 2 relacionado con NF-
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E2 p45/elemento de respuesta antioxidante), PDGF, HMGB1 (High mobility group box 
1 protein), TNF, IL-6 e IL-1β desencadenando un efecto antiinflamatorio (Domitrović 
and Potočnjak, 2016).  
Por otro lado, la actividad antifibrótica de diferentes flavonoides se ha 
demostrado que modula vías de señalización como WNT (Wingless e Int-1), TGF-β, 
Hippo pathway-YAP/TAZ, PDGF, estrógeno, Shh (Sonic hedgehog), TLR (Toll-like 
Receptor), Fas y Ang1 (angiotensina I) que desencadenan un efecto antifibrótico 
(Domitrović and Potočnjak, 2016).  
Tambien, diferentes flavonoides modulan vías de señalización como TNF, HGF 
y Fas que desencadenan un efecto antiapoptótico (Domitrović and Potočnjak, 2016). 
 
1.15 Modelos de estudio in vitro de CEH 
 
En función del papel fundamental de las CEH en el inicio y la progresión de la 
fibrogénesis hepática, algunos problemas básicos como la regulación de los 
componentes de la MEC, el metabolismo retinoide, los aspectos de contractilidad y los 
mecanismos de señalización intracelular se abordan en cultivos primarios. Para tratar de 
superar la necesidad del aislamiento celular primario, el cual es un proceso caro, 
laborioso, que requiere gente capacitada, aprobación de comités de ética para y el 
cuidado de animales, las células son una población heterogénea que se debe trabajar en 
los primeros días de cultivo; se han desarrollado líneas celulares inmortalizadas de CEH, 
mediante inmortalización espontánea en cultivo a largo plazo, expresión estable del 
antígeno T del virus de simio 40 (SV40) o expresión ectópica de telomerasa. Con esto se 
busca que las CEH evoquen la mayor parte de las características del fenotipo activado in 
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vivo, ofreciendo la ventaja de un suministro inmediato e “ilimitado” de células, que 
permiten la realización de experimentos a largo plazo, fenotipo homogéneo y específico 
y la posibilidad de que muchos investigadores trabajen en el mismo sistema en 
condiciones de cultivos simples y fácilmente estandarizadas en diferentes laboratorios. 
La extensa caracterización molecular sugiere que varias de estas líneas son modelos 
atractivos para abordar distintos temas, lo que ha acelerado el progreso en el 
esclarecimiento de la biología de las CEH y la fibrosis hepática. Pero aun las distintas 
líneas celulares estables de CEH difieren en características de perfiles de expresión de 
RNA, transfectabilidad y/o en su estado de activación, asi como en los marcadores que 
expresan por lo que se considera necesario validar y/o correlacionar los resultados o 
hallazgos en estas líneas en células de cultivos primarios y en modelos in vivo. Existe 
una gran variedad de líneas celulares estables que se muestran en la tabla 6 (Herrmann, 
Gressner and Weiskirchen, 2007; Friedman, 2008b). 
Las líneas celulares LX-1 y LX-2 humanas debido a su amplia caracterización 
son las más utilizadas. Las células LX-1 se generaron mediante transformación con un 
plásmido que codifica el antígeno T grande SV40 bajo el control de un promotor del 
virus del sarcoma de Rous y las células LX-2 mediante la inmortalización espontánea de 
un subconjunto temprano de células LX-1 que crecieron en condiciones de suero 
reducidas (1% en lugar de 10% de suero fetal bovino) (Xu et al., 2005). Ambas líneas 
celulares LX secretan pro-colágeno α1(I) y complejos de degradación de matriz como 
pro MMP2, metaloproteinasa de matriz de membrana tipo 1 (MT1-MMP) y TIMP2 y 
preservan características clave de las CEH en absorción, acumulación y convirtiendo 
retinol en éster de retinilo. Además las líneas celulares expresan α-SMA, vimentina y 
proteína ácida fibrilar glial (GFAP), así como el receptor para el factor de crecimiento 
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derivado de plaquetas tipo β (PDGFRβP), receptor de dominio de discoidina 2 (DDR2) y 
el receptor de leptina OB-RL, que son componentes clave en la respuesta fibrogénica que 
demuestran que el fenotipo de ambas líneas LX es más similar a la de las CEH 
activadas.  
 Específicamente se ha demostrado que las células LX-2 son respondedoras a 
PDGF, promoviendo la proliferación (Xu et al., 2005); a TGF-β provocando la 
sobreexpresión de COL1α1, PAI-1, proliferación, MMP-2, TIMP-1, COLIII y α-SMA 
(Xu et al., 2005; Shi et al., 2006; Zhao et al., 2006); en presencia de Leptina 
sobreexpresando TIMP1, COL1α1 y MMP1 (Cao et al., 2004; Cao, Mak and Lieber, 
2006, 2007); y en presencia de etanol sobreexpresando COL1α1, α-SMA y CTGF (Chen 
et al., 2011). 
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Espontanea + + + + + + + + + N N + + + N N Deriva del tejido fibrótico de ratón 
con enfermedad hepática 
esquistosómica. 
Inmortalización espontánea  
SV68-IS  + + + N N N + N N N N + +  N N  
A640-IS(39 °C)  + + N + + + + + + N N + N  N N  
A640-IS(33 °C)  - + N + + + + + + N N + N  N N  
M1-4HSC  + + + + N N N N N N N - -  N N  
M-HT  (+) + + + N N N N N N N - -  N N  
A7  N N N N N N N N N N N + +  N N  
739                  Derivadas de hígado de rata normal 
o tratado con CCl4, que tienen 
niveles variables de expresión del 
gen de colágeno y capacidad de 





                 Inmortalización espontánea 
NFSC Espontánea + N N + + + + - + N N + N  + + Inmortalización espontánea 
CFSC-2G Espontánea                  
HSC-T6 SV-40 1-T/pe + + + + + + + - + N + + + + + N Uso para estudios del metabolismo 
de los retinoides. Realizada por 
transfección con el antígeno T 
grande SV40. 
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SV68c-IS SV-40 1-T/pe + + + N N N + N N N N + + N N Realizada por transfección con el 
antígeno T grande SV40. 
PAV-1 Espontánea + + - + + + N + + N N + +  N N Metabolismo de los retinoides 
similares a las de las células 
primarias 
HSC-PQ  + + N + + + + - + N N - N  N N Presenta características clave de las 
células estrelladas primarias 
BSC  + + + N N + N N N N N N N  N N  
MFBY2  N + + N N + + N N N + N N  N N  
MFBY2 
MFBY2(+LAP) 
 N - - N N + + N N N + N N  N N  








- + N + + + + + + + + + +  + + Acumulan vitamina A, expresan 
una gran cantidad de componentes 
de la matriz.  
GREF-X SV-40 1-T/tr N + N + + + N + + + N + +  N N Realizada por transfección con el 
antígeno T grande SV40. 
LX-1 SV40 T N + + + N + N N N + + + +  N N  
LX-2 Espontánea N + + + N + N N N + (+) + +  N N Ventaja particular relativa 
transfectabilidad con mayor 
eficiencia (Friedman 2008)  
hTERT-HSC hTERT N + + N + + N N + N N + N  N +  
HSC 180  N + N N N + N N N + + N N  + N  
La expresión de los marcadores individuales se mostró a nivel de proteína o mRNA  
*R. Borojevic, personal communication. †M. Rojkind, personal communication. 
La tabla es una combinación de Geerts et. al., Friedman y Herrmann et. al. (Geerts, 2001; Herrmann, Gressner and 











2.1 Justificación del Estudio. 
 
 Hasta el momento no se dispone de una terapéutica de eficacia comprobada que 
permita revertir o inhibir el proceso fibrogénico hepático. El daño hepático crónico 
persistente o agudo intermitente causa la remodelación de la arquitectura hepática a 
través de la activación de las CEH induciendo fibrosis, eventualmente cirrosis y 
finalemente hepatocarcinoma (en algunos casos), si el inductor de daño no es retirado, 
no se da tratamiento o no se modifican otros factores que apoyan la progresión de la 
enfermedad. El número de muertes relacionadas con cirrosis hepática en la población 
mundial superó el millón en 2010. Y en México es la quinta causa de mortalidad 
general, con alrededor de 28,000 defunciones cada año. 
Una consecuencia de la lesión hepática o la inflamación crónica del hígado es la 
activación de las CEH y diferenciación en células de tipo miofibroblasto, lo cual es 
causa importante de la fibrosis hepática (Crispe, 2003b). Una de las características 
únicas de las CEH activadas es el aumento en la expresión de los componentes y 
moduladores de la MEC que incluyen α-SMA, COL1α1, MMPs y TIMPs (Geerts, 2001; 
Iredale, 2003), marcadores en el desarrollo y la progresión de la fibrosis (Iredale, 2003). 
El exceso de producción de α-SMA y COL1α1 puede ser encontrado debido a la 
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estimulación con TGF-β, este se secreta a partir de CEH activadas y se sabe que es un 
mediador esencial de la fibrogénesis (Fallowfield, 2011; Rockey, 2013).  
No existe un tratamiento estándar para la fibrosis hepática, por lo que 
actualmente, se siguen buscando compuestos que permitan revertir y/o inhibir el proceso 
fibrogénico, que sirvan de base para el desarrollo de tratamientos farmacológicos 
eficientes. Desde tiempos ancestrales, las plantas han sido fuente importante de 
compuestos bioactivos contra diversas enfermedades. En trabajos previos, se ha 
reportado que el uso in vitro del EETD en células hepáticas, disminuye el daño causado 
por CCl4, de acuerdo a los niveles de AST y MDA liberado por estas. Parte de los 
procesos principales en el establecimiento del daño hepático es la inducción de la 
remodelación de la matriz extracelular, fenómeno orquestado por la activación de las 
CEH. Sin embargo, poco se sabe de los mecanismos moleculares subyacentes y como 
estos afectan las vías de transducción de señales y la expresión de moléculas asociadas a 
daño. Por lo que poder establecer a tarves de que mecanismos moleculares son los 
responasbles de la actividad hepatoprotectrora del EETD es importante para plantear su 





El extracto estandarizado de Turnera diffusa desencadena mecanismos 
moleculares que pueden ser asociados con hepatoprotección en las células estelares 
hepáticas (LX-2) 
 
2.3 Objetivo General 
 
Estudiar los mecanismos moleculares relacionados con la actividad de 
hepatoprotección desencadenada por la exposición a extracto estandarizado de Turnera 
diffusa en células estelares hepáticas humanas (LX-2) 
 
 
2.4 Objetivos específicos 
 
1. Evaluar la citotoxicidad del extracto estandarizado de Turnera diffusa en células 
estelares hepáticas humanas. 
2. Establecer el modelo de activación en las células estelares hepáticas humanas in 
vitro. 
3. Identificar la capacidad del extracto estandarizado de Turnera diffusa para 
modular factores pro-fibrogénicos (α-SMA, COL1α1 y TGF-β) inducidos por 
TGF-β1 en células estelares hepáticas humanas in vitro. 
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4. Analizar la capacidad del extracto estandarizado de Turnera diffusa de modular 
modificadores de matriz extracelular (MMP2 y TIMP1) inducidos por TGF-β1 
en células estelares hepáticas humanas in vitro. 
5. Evaluar la modulación del extracto estandarizado de Turnera diffusa en 
marcadores de transición epitelial mesenquimal y dinámica mitocondrial 














3.1 Cultivo celular y tratamientos 
 
Se utilizó la línea celular LX-2 (células hepáticas estelares) (Xu et al., 2005). Las 
células se mantuvieron en medio DMEM (11965-092 Gibco, Grand Island, NY, USA) 
con 2% de SFB (Gibco, Grand Island, NY, USA), 1% de penicilina y estreptomicina 
(Gibco, Grand Island, NY, USA), y 1% de glutamina (Gibco, Grand Island, NY, USA); 
y para realizar el subcultivo las células se trataron con tripsina 1X (25-054-Cl, Corning). 
Para los distintos tratamientos, las células se sembraron 24 h con medio completo y 
suero fetal bovino (SFB) al 2%, posteriormente se les retiró el medio y se agregó medio 
sin SFB por 12 h, después de este tiempo se agrego el medio con los diferentes 
tratamientos a utilizar, etanol, TGF-β1 (cat# 100-21C, Peprotech, Rocky Hill, NJ) y 
extracto estandarizando, definiendo este tiempo como el tiempo cero, las células se 
incubaron por 24, 48 y 72 h, en todos los tratamientos se utilizó DMSO 0.1% (cat# 
D2650-100ML, Sigma Life Science). 
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3.1.1 Conteo celular (Tinción por exclusión) 
 
El conteo de células se realizó con el colorante azul tripano (Trypan Blue Stain 
0.4%, 151250-061, GIBCO) utilizando una cámara de neubauer (Superior, Marienfeld, 
Germany). 
Para contar la células se realizó una dilución 1:10 de la suspensión celular; en un tubo se 
agregaron 10 µL de la suspensión celular a 90 µL de azul tripano. Se tomaron 10 µL de 
la dilución y se colocaron en la cámara de Neubauer por capilaridad. En el conteo solo 
se tomaron en cuenta las células que se encontraban en los cuadrantes 1, 2, 3 y 4 de la 
cámara (figura 10) que no estuvieran teñidas con el colorante. El cálculo del número de 
células por mililitro se realizó mediante la siguiente fórmula: # células/mL = (total 
celular/4)*(factor de dilución)*(10,000). 
 
 
Figura 10. Cámara de Neubauer. En la figura se muestra la cámara de neubauer, como 
se realiza el conteo en la micro-cámara y la formula para realizar los cálculos. Creado 
con BioRender.com   
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3.1.2 Congelamiento de las líneas celulares  
 
Para el congelamiento celular se realizó un conteo y se estima la cantidad por 
frasco de 75 cm2, a partir de esto se tomó la cantidad necesaria de células resuspendidas 
en medio DMEM completo (2% de SFB, 1X de penicilina y estreptomicina y 1X de 
glutamina) para tener de 1 a 2 millones de células por criovial. En un criovial se 
agregaron 100 µL de DMSO (con el fin de preservar la membrana celular al almacenar 
en el nitrógeno liquido) y 900 µL de medio completo con células (1 a 2 millones) para 
obtener 1 mL de solución, esto se homogenizó con pipeteo suave. Inmediatamente se 
pasó el vial a un contenedor de congelamiento gradual (Nalgene) por lo menos durante 4 
hr a -80 ºC y posteriormente se llevan a confinamiento final a -80 ºC y/o nitrógeno 
liquido.  
 
3.1.3 Descongelamiento celular 
 
Las células se descongelan en DMEM, 2% SFB, 1X penicilina/estreptomicina y 
glutamina 1X. Una vez descongeladas, las células se expanden en medio con SFB al 2% 
utilizando los mismos componentes enumerados anteriormente. El vial que contenía las 
células fue retirado de congelación e inmediatamente incubado en un baño de agua a 37 
°C, se monitoreó hasta que las células estuvieron completamente descongeladas (la 
viabilidad celular máxima depende de la descongelación rápida y completa de las células 
congeladas, además de no agitar las células en vórtice). Se uso una pipeta de 1 mL para 
transferir las células a un frasco T25 con 5 mL de medio completo (precalentado a 37 
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°C) previamente agregado al frasco, se mezcló suavemente con movimientos circulares. 
Las células posteriormente fueron incubadas a 37 °C en una incubadora humidificada 
con CO2 al 5%. A las 12-14 hr, se intercambió el medio que contenia DMSO 
(proviniente de las células congeladas) por medio completo. 
 
3.1.4 Subcultivo celular 
 
Cuando las células tenían aproximadamente un 80% de confluencia, se sub-
cultivaron. Se retiró el medio del frasco de cultivo y se agregó 1 o 3 mL de tripsina 
(precalentada a 37 °C) al frasco T25 o T75 respectivamente e incubó a 37 °C durante 3-5 
minutos. Mediante la inspección de la placa se aseguró la disgregación completa de las 
células, para detener la acción de la enzima se agregó 1 o 3 mL de medio completo 
(precalentado a 37 °C) al frasco T25 o T75 respectivamente. La mezcla de células 
disociadas se transfirió a un tubo cónico de 15 mL, se centrifugó a 1000 rpm durante 5 
minutos para sedimentar las células, se descartó el sobrenadante y se agregaron de 2 a 3 
mL de medio completo (precalentado a 37 °C) al tubo cónico y se re-suspendieron las 
células suavemente mediante pipeteo (sin agitar las células en vórtice). La proporción de 






3.2. Ensayo de viabilidad celular. 
 
Las células LX-2 fueron sembradas en placas de 96 pozos a una densidad de 4 x 
103 células/pozo; después de 24 h fueron tratadas con 0.1% DMSO, 0-100 mM de 
etanol, 1 ng/mL de TGF-β1, 0-10 mg/mL de EETD y/o 0-100 mM de silibinina (cat# 
S0417-10G, Sigma Life Science), por 24, 48 y 72 h. La viabilidad celular se determinó 
mediante el ensayo de MTT (cat# 11465007001, Cell Proliferation kit I, Roche, 
Mannheim, Alemania) de acuerdo a las condiciones del fabricante y se leyó a 600 y 570 
nm en un lector de microplacas (Microdrop Multiskan GO, Thermo Fisher Scientific, 
Carlsbad, CA, USA). El cálculo de porcentaje de viabilidad se realizó mediante la 
comparación de las diferentes condiciones con las células no tratadas las cuales 
corresponden al 100% de viabilidad celular.  
 
3.3 Extracción de proteínas e inmunotransferencia. 
 
3.3.1 Extracción de proteínas 
 
Se sembraron 3 x 105 células en placas de 6 pozos, se les aplicó el tratamiento a 
evaluar (DMSO, etanol, TGF-β1 y/o EETD) y utilizando un buffer de lisis de proteínas 
se extrajo la proteína total a las 24, 48 y 72 h post-tratamiento. Se eliminó el medio de la 
placa con pipeta y puntilla desechable, se agregó suavemente 1 mL de PBS frío para 
lavar y se retiró con pipeta. Después del lavado, se agregó el buffer de lisis de proteínas 
1X preparado recientemente (no mas de 15 días), conteniendo Tris-HCl 10 mM (pH 
7.5), KCl 50 mM, MgCl2 2 mM, Triton X-100 1%, dicloro difenil tricloroetano 1 mM 
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(DTT, en inglés dithiothreitol), fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM (PMSF, en inglés 
phenylmethylsulfonyl fluoride), y cóctel completo de inhibidores de proteasas, de 
acuerdo a condiciones de manufactura (cat# 11697498001, Roche, Mannheim, 
Germany). La cantidad de buffer de lisis a utilizar dependió de la concentración final 
deseada de las proteínas en solución de acuerdo a la cantidad celular final estimada, en 
nuestro caso 50 µL por pozo en placa de 6 pozos. Posteriormente se raspó con raspador 
(estéril) el contorno del pozo y el centro en un solo sentido, girando la placa en sentido 
de las manecillas del reloj, a modo de colectar las células en todas las posiciones. Se 
transfirió el líquido a un tubo de 1.5 mL, se mezcló por vortex 10 segundos y se incubó 
en hielo por 20 min, se centrifugó 5 min a 13,000 rpm a 4 °C para obtener el 
sobrenadante (proteína) transfiriéndolo a un tubo nuevo y se determinó la concentración 
de proteína total por el método de Bradford (cat# 5000006, Bio-Rad Protein Assay Dye 
Reagent Concentrate, Bio-Rad) utilizando una curva como estándar de BSA (cat# 
A2153-50G, Sigma Life Science) como referencia. Los extractos de proteína 
cuantificados se conservaron a -80°C hasta su uso.  
 
3.3.2. Cuantificación por el método de Bradford 
 
En una micro placa de 96 pozos se preparó lo siguiente: 1) Blanco: 160 µL de 
agua miliQ mas 40 µL del reactivo de Bradford (cat# 5000006, Bio-Rad Protein Assay 
Dye Reagent Concentrate, Bio-Rad); 2) Curva estándar para la cual se preparó un stock 
único de 0.5 µg/µL (tabla 7) y 3) Muestra: 159 µL de agua miliQ mas 40 µL del reactivo 
de Bradford mas 1 µL del extracto de proteína sin diluir o diluido 1:2 o 1:3. Primero se 
agregó el agua, posteriormente las muestra o estándares y finalmente el reactivo de 
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Bradford, se mezcló con pipeta y punta estéril hasta asegurar la homogeneidad de la 
muestra, y se dejó reposar la reacción por 5 min. La reacción se leyó a 600 nm en un 
lector de microplacas (Microdrop Multiskan GO, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, 
CA, USA) y se estimó la concentración de proteína, utilizando la ecuación de la recta 
obtenida con la curva estándar de referencia (BSA, Sigma Aldrich). Una vez preparada 
la reacción es estable por una hora. 
 
Tabla 7. Preparación de curva estándar de BSA.  
Stock 0.5 µg/µL Agua (µL) Reactivo Bradford (µL) [final] µg/µL 
1 159 40 0.5 
2 158 40 1 
4 156 40 2 
6 154 40 3 
8 152 40 4 
10 150 40 5 
12 148 40 6 












Se prepararon geles de poliacrilamida de 7x10 cm, los cuales constaban de un gel 
separador a una concentración de 12% y un gel concentrador al 5% (tabla 8 y 9). 
 
Tabla 8. Preparación del gel de poliacrilamida concentrador. 
CONCENTRADOR AL 5% 
Solución Geles 1 2 3 4 6 
H2O Milli-Q mL 3.65 7.3 10.95 14.6 21.9 
Poliacrilamida 30% mL 0.625 1.25 1.875 2.5 3.75 
Buffer TRIS 1M pH 6.8 mL 1.7 3.4 5.1 6.8 10.2 
SDS 10% µL 50 100 150 200 300 
PSA 10% µL 50 100 150 200 300 
TEMED µL 10 20 30 40 60 
Nota: H2O, agua; buffer TRIS, tris hidroximetil aminometano; SDS, dodecilsulfato 
sódico; PSA, persulfato amónico y TEMED, tetrametiletilendiamina. 
 
Tabla 9. Preparación del gel de poliacrilamida separador. 
SEPARADOR 
   11% 12% 
Solución Geles 1 2 3 4 1 2 3 4 
H2O Milli-Q mL 2.8 5.6 8.4 11.2 2.5 5 7.5 10 
Poliacrilamida 
30% 
mL 3.7 7.4 11.1 14.8 4.0 8.1 12.1 16.1 
Buffer TRIS 
1M pH 8.8 
mL 3.3 6.6 9.9 13.2 3.3 6.6 9.9 13.2 
SDS 10% µL 100 200 300 400 100 200 300 400 
PSA 10% µL 100 200 300 400 100 200 300 400 
TEMED µL 10 20 30 40 10 20 30 40 
Nota: H2O, agua; buffer TRIS, tris hidroximetil aminometano; SDS, dodecilsulfato 
sódico; PSA, persulfato amónico y TEMED, tetrametiletilendiamina. 
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Se tomaron 40 µg de proteína y se mezclaron con buffer de carga 4x en una 
proporción 1:4 en un tubo cónico de 1.5 mL, se desnaturalizaron las proteínas 
calentando a 95 °C por 5 min y se pusieron en hielo. Previamente se armó la cámara y se 
le colocó buffer de corrida 1X para equilibrar el gel y posteriormente se cargaron las 
muestras, incluyendo el marcador de peso molecular precisión Plus Protein Standards 
Dual Color (cat# 1610374, Bio-Rad). Los geles se corrieron a 80 V durante 10 min para 
permitir la entrada de las muestra al gel y posteriormente a 80-120 V por 





Las muestras fueron transferidas a membranas de fluoruro de polivinilideno 
(PVDF) Amersham Hybond P 0.45 um (cat 10600023, Amersham Biosciences, 
Freiburg, Alemania) a 4 °C a 120 V por 2 h, o a 30 V durante toda la noche (12 h). Se 
recortaron las membranas Hybond-P PVDF con las dimensiones de 6 cm de ancho por 8 
cm de largo, se sumergió la membrana en metanol 100% (v/v) por un minuto, 
posteriormente se lavó la membrana con agua Milli-Q por 5 min hasta no ver trazas de 
metanol, y se equilibró la membrana con buffer de transferencia 1X durante 15 min 
antes de realizar la transferencia. Además se equilibraron 4 piezas de papel filtro, 4 
esponjas y un casette por cada gel a transferir en buffer de transferencia 1X en una 
charola grande. 
Se sacó el gel de la cámara de electroforesis inmediatamente terminando de 
correr el gel, y se removió y descartó el gel concentrador. El gel se colocó 
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cuidadosamente sobre la membrana, un filtro, esponja y el casette de transferencia (todo 
previamente equilibrado,) se eliminaron las burbujas con la pipeta (rodando la pipeta 
sobre el filtro), se colocó un papel filtro humedecido sobre el gel, la esponja y se armó el 
set. El set se colocó en la cámara de transferencia con el buffer frío y los hielos de buffer 
de corrida 1X previamente congelados, se transfirió a 4 °C a 120 V por 2 h o a 30 V por 
toda la noche. 
 
3.3.5. Tinción rojo de Ponceau 
 
Después de la transferencia se tiñó la membrana con el reactivo rojo de Ponceau, con 
la finalidad de la evaluación de la transferencia, observando que no hubiera burbujas y 
que estuvieran presentes todas las bandas de proteínas en la membrana. Se enjuagó la 
membrana teñida con buffer TBS-Tween 1X utilizando un agitador mecánico, y se 
hicieron lavados de 5 a 10 minutos cada uno hasta eliminar el colorante. 
 
3.3.6. Western Blot 
 
Se sumergió la membrana en el buffer de bloqueo con leche al 5% y se incubó 
por 1 h de preferencia a 4 °C (puede quedarse toda la noche), posteriormente se lavó la 
membrana con T-TBS 1X para eliminar restos del buffer de bloqueo (3 lavados de 10 
min), se incubó la membrana con el anticuerpo primario diluido en T-TBS 1X con 2.5% 
de leche toda la noche a 4 °C. Las membranas fueron incubadas con cada uno de los 
siguientes anticuerpos (tabla 10): anti-α-SMA (ab32575, Abcam, Cambridge, MA, 
USA) con dilución 1:1000, anti-TGF-β (500-M66, PeproTech) con dilución 1:1000, 
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anti-TIMP1 (ab109125, Abcam) con dilución 1:1000, MFN2 (Ab56889, Abcam) con 
dilución 1:1000 y anti-GAPDH (MAB5718, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) 
con dilución 1:2500. Se retiró el anticuerpo primario, las membranas se lavaron tres 
veces con T-TBS 1X por 10 min en agitación a TA, luego se incubaron con IgG anti-
ratón o IgG anti-conejo de cabra conjugado con peroxidasa de rábano picante (Promega, 
Madison, WI, EE.UU.) ambas a una dilución 1:10,000 por 2 h y en agitación de 
preferencia a 4 °C, las membranas se lavaron con 3 veces con buffer T-TBS 1X por 10 
min en agitación a TA. La detección de la señal de proteína presente en la membrana se 
midió mediante quimioluminiscencia utilizando un sustrato ECL Clarity ™ Western 
(Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.) y ChemiDoc Imaging Systems (Bio-Rad). Cada 
experimento fue realizado por triplicado y se hizo un análisis densitométrico de la 
expresión relativa de cada proteína con el software Image J, para el análisis estadístico 
se uso una prueba de ANOVA considerándose estadísticamente significativo con una p 
<0.05. 
 
Tabla 10. Tabla de anticuerpos utilizados y dilución a la que se trabajó. 
Anticuerpo Peso/hospedero no de catalogo Dilución 
Anti-mouse NA W4021, Promega 1:10,000 
Anti-rabitt NA W4011, Promega 1:10,000 
TIMP-1 23 kDa (rabbit) ab109125, Abcam 1:1,000 
α-SMA 42 kda (rabbit) ab32575, Abcam 1:1,000 
TGF- β 44, 31, 13 (mouse) 500-M66, PeproTech 1:1,000 
MFN-2 86 kDa (mouse) ab56889, Abcam 1:1,000 
GAPDH 39 kDa (mouse) MAB5718, R&D Systems 1:2,500 
β -actina 43 kDa (mouse) MAB1501, clone C4, Merck Millipore 1:10,000 
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3.3.7. Remoción de anticuerpos (stripping out) 
 
 Para deshacer la unión antígeno anticuerpo para la detección de alguna otra proteína 
se colocó la membrana en buffer de remoción de anticuerpos (stripping out) 1X 
completo durante 30 min a 50 °C con agitación (evitando la evaporación), se lavó la 
membrana tantas veces como fuera necesario con buffer TBS-Tween 1X hasta eliminar 
los remanentes de l-mercaptoetanol. Nuevamente se sumergió la membrana en el buffer 
de bloqueo con leche al 5% e incubó por 1 h de preferencia a 4 °C o toda la noche. 
Posteriormente se lavó la membrana con T-TBS 1X para eliminar restos del buffer de 
bloqueo (3 lavados de 10 min). 
 
3.4 Extracción de RNA. 
 
Se realizó extracción de RNA total a partir de células LX-2 tratadas como se 
mencionó anteriormente utilizando TRIzol (Life Technologies Corporation, Carlsbad, 
CA, EE.UU.), cloroformo (Merck) y realizando lavados con isopropanol (Merck) y 
etanol al 75% en agua DEPC (Diethyl pyrocarbonate, Sigma-Aldrich, D5758-25ML), la 
pastilla fue re-suspendida en 30 µe de agua DEPC. 
 
En todos los ensayos para extracción de RNA se sembraron 100,000 células por 
pozo (LX-2) en placas de 24 pozos, y se siguió el esquema de tratamiento a utilizar 
dependiendo del ensayo. A las células cultivadas en placas después del tratamiento (24, 
48 y 72 h) se les retiró el medio, inclinando la placa y con pipeta de manera suave (no se 
utilizó bomba de vacío para retirar el medio), posteriormente se agregaron 250 µL del 
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reactivo TRIzol a la placa de cultivo para lisar las células y se pipeteó el lisado varias 
veces para homogeneizar, el lisado se guardó en microtubos de 1.5 mL a -80 °C hasta su 
extracción (no mas de un año), esto con la finalidad de recolectar todos los tiempos de 
los tratamientos. Las muestras se sacaron del congelador y se permitió su 
descongelación a 4 °C, se incubaron durante 5 minutos (ya descongeladas) a 4 °C para 
permitir la disociación completa del complejo de nucleoproteínas, se agregaron 200 µL 
de cloroformo por 1 mL de reactivo TRIzol utilizado para la lisis (por tanto se utilizaron 
50 µL por muestra), los tubos se mezclaron vigorosamente en vortex por mínimo 30 
segundos y se incubaron por 2-3 minutos a temperatura ambiente (TA) y se 
centrifugaron las muestras durante 15 minutos a 12,000 × g a 4 ° C. En la centrifugación 
la mezcla se separó en tres fases: una fase orgánica roja inferior de fenol-cloroformo 
(contiene proteína), una interface blanca lechosa (contiene DNA), y una fase acuosa 
superior incolora (contiene RNA). Se transfirió la fase acuosa que contiene el RNA total 
a un micro tubo nuevo de 1.5 mL, evitando transferir la capa orgánica o de interface, se 
agregó 1 µL de glucógeno, esto con la finalidad de poder ver la pastilla a simple vista y 
se agregó 1 mL de 2-propanol por mL de reactivo TRIzol (por tanto se utilizaron 250 µL 
por muestra), se mezcló vigorosamente por inversión, y la mezcla se dejó reposar por 10 
minutos a TA, en caso de no poder continuar con el procedimiento las muestras se 
guardaron en este paso del procedimiento a -80 °C hasta su posterior análisis. Las 
muestras con 2-propanol se centrifugaron a 12,000 × g durante 10 minutos a 4 °C, el 
precipitado de RNA total se formó como un gránulo blanco-transparente en el lado y el 
fondo del tubo, se decantó el sobrenadante cuidando no tirar la pastilla de RNA. El 
sedimento de RNA se lavó agregando 1 mL de etanol al 75% (diluido en agua DEPC), 
se agitó en vortex por mínimo 30 segundos, se centrifugó a 15,000 × g durante 15 
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minutos a 4 °C y se decantó el sobrenadante cuidando no tirar la pastilla de RNA, se 
repitió el lavado con etanol al 75% (diluido en agua DEPC) nuevamente. Después de los 
dos lavados y descartar el sobrenadante a las muestras se les dio un spin en centrifuga 
para retirar las trazas de etanol al 75% (diluido en agua DEPC) con una pipeta, el 
sedimento de RNA se dejó secar durante 5 a 10 minutos mediante secado al aire o al 
vacío, no permitiendo que el sedimento de RNA se seque por completo, ya que esto 
disminuye su solubilidad. La pastilla de RNA se disolvió en 30 µL agua DEPC y para 
facilitar la disolución, se mezcló pipeteando repetidamente con una micropipeta y se 
incubó a 55-60 °C durante 10-15 minutos. 
 
3.5 Cuantificación de RNA total y cDNA. 
 
La cuantificación del RNA total y el cDNA amplificado se realizó mediante la 
técnica de espectrofotometría en nanodrop 2000 (Thermofisher scientific). 
Los ácidos nucleicos tienen una absorbancia máxima a 260 nm. La relación de 
absorbancia a 260 nm y 280 nm se utilizó como medida de pureza en las extracciones de 
DNA y RNA. Una relación de 260/280 de ~ 1.8 se aceptó como pura para el DNA; una 
proporción de ~ 2.0 se aceptó como pura para el RNA. Las relaciones anormales de 
260/280 generalmente indican que una muestra está contaminada por fenol residual, 
guanidina u otro reactivo utilizado en el protocolo de extracción, en esos casos la 
relación es baja. También pueden encontrarse proporciones inexactas a concentraciones 
muy bajas de ácidos nucleicos (<10 ng/µL). La contaminación química residual de los 
procedimientos de extracción de ácido nucleico puede dar lugar a una sobreestimación 
de la concentración de ácido nucleico y/o influir negativamente en el análisis posterior. 
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La contaminación química de las muestras con relaciones pobres de 260/280 a menudo 
se puede identificar mediante el examen de los espectros completos. 
La relación A260/A230 también debe estar por encima de 2.0. Una relación baja 
de A260/230 indica contaminación con las soluciones de lavado, sales caotrópicas, 
fenoles o proteínas, es muy probable que sea debido a la contaminación de las muestras 
con buffer de lavado. 
 
3.6 Retrotranscripción y qPCR para la detección de la expresión de COL1α1, α-
SMA, TGF- β, MMP2, MMP9, TIMP1, MFN2 y β-actina. 
 
El RNA se sometió a retrotranscripción (RT-PCR), se utilizaron 300 ng de RNA 
para la síntesis de cDNA con la enzima M-MLV RT (Life Technology; Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, CA, EE. UU.) de acuerdo con las especificaciones del fabricante 











Tabla 11. Condiciones de reacción para RT-PCR (M-MLV) a partir de RNA total 
con oligonucleótidos random y MMLV. 
Concentración inicial Concentración final 
Oligonucleótidos random (500 µg/mL) 1 µL (0.5 µg totales) 
RNA mensajero 300 ng 
H2O Hasta completar 11.5 µL 
Calentar a 72 °C por 10 min, poner en hielo y dar un spin 
Buffer 5x 4 µL (1X) 
DTT 0.1 M 2 µL 
RNaseOUT 40 U/µL 0.5 µL (20 U totales) 
dNTPs 10 mM, Mix (10 mM de cada dATP, 
dGTP, dCTP y dTTP a pH neutro) 
1 µL 
MMLV-RT (200 U/ µL) 1 µL (200 U) 
Volumen final de 20 µL 
 
Tabla 12. Programa utilizado para RT-PCR (MMLV) a partir de RNA total con 
oligonucleótidos random y MMLV. 
Tipo de ciclo Temperatura Tiempo Ciclos 
Desnaturalización 72 °C 10 min 1 
Alineamiento 25 °C 10 min 1 
Extensión 37 °C 60 min 1 
Extensión final 95 °C 5 min 1 
Conservación 4 °C Infinito Infinito 
 
Los cDNA fueron utilizados para la detección de COL1α1, α-SMA, TGF-β1, 
MMP2, TIMP1, MFN2 y β-actina (control endógeno) mediante PCR en tiempo real 
(qPCR). El termociclador de PCR en tiempo real utilizado fue un StepOne Plus (Applied 
Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.). Se utilizó SYBR green para la detección y se 
utilizaron los oligonucleótidos mostrados en la tabla 13. Para cada reacción de qPCR, se 
utilizaron los siguientes reactivos: 10 µL de SYBR-Green PCR Master Mix 2x (Applied 
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Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.), 200 - 400 nM de cada cebador, 200 ng de 
cDNA, y completando a un volumen total de 20 µL con H2O (tabla 14). Las condiciones 
de los ciclos térmicos fueron 95 °C durante 10 minutos y 40 ciclos de 95 ° C durante 15 
s y 60 ° C durante 60 s (tabla 15). Se utilizó el ensayo TaqMan para tilizó el Applied 
Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.) de acuerdo con las especificaciones del 
fabricante. La expresión de β-actina se utilizó como gen endógeno y se calcularon el 
número de veces de la expresión génica mediante el método 2-ΔΔCt. 
 
Tabla 13. Oligonucleótidos utilizados en qPCR. 



























Tabla 14. Condiciones de reacción especificas para qPCR a partir de cDNA de los 





Mezcla de reacción (2x) 
PowerUP SYBR Green
10 µL (1x)
Oligonucleótido Fwd (2.5 μM) 3.2 µL (400 nM)
Oligonucleótido Rv (2.5 μM) 3.2 µL (400 nM)
cDNA (200 ng totales) 2 µL
H2O 1.6 µL
Volumen total 20 µL
COL1α1
Reactivos Volumen Final
Mezcla de reacción (2x) 
PowerUP SYBR Green
10 µL (1x)
Oligonucleótido Fwd (2.5 μM) 3.2 µL 400 nM
Oligonucleótido Rv (2.5 μM) 1.6 µL 200 nM
cDNA (200 ng totales) 2 µL
H2O 3.2 µL
Volumen total 20 µL
MMP2
Reactivos Volumen Final
Mezcla de reacción (2x) 
PowerUP SYBR Green
10 µL (1x)
Oligonucleótido Fwd (2.5 μM) 3.2 µL (400 nM)
Oligonucleótido Rv (2.5 μM) 1.6 µL (200 nM)
cDNA (200 ng totales) 2 µL
H2O 3.2 µL
Volumen total 20 µL
TIMP1
Reactivos Volumen Final
Mezcla de reacción (2x) 
PowerUP SYBR Green
10 µL (1x)
Oligonucleótido Fwd (2.5 μM) 3.2 µL (400 nM)
Oligonucleótido Rv  (2.5 μM) 3.2 µL (400 nM)
cDNA (200 ng totales) 2 µL
H2O 1.6 µL
Volumen total 20 µL
α-SMA
Reactivos Volumen Final
Mezcla de reacción (2x) 
PowerUP SYBR Green
10 µL (1x)
Oligonucleótido Fwd (2.5 μM) 3.2 µL (400 nM)
Oligonucleótido Rv  (2.5 μM) 3.2 µL (400 nM)
cDNA (200 ng totales) 2 µL
H2O 1.6 µL
Volumen total 20 µL
SNAI1
Reactivos Volumen Final
Mezcla de reacción (2x) 
PowerUP SYBR Green
10 µL (1x)
Oligonucleótido Fwd (5 μM) 1 µL (250 nM)
Oligonucleótido Rv (5 μM) 1 µL (250 nM)
cDNA (200 ng totales) 2 µL
H2O 6 µL
Volumen total 20 µL
MNF2
Reactivos Volumen Final
Mezcla de reacción (2x) 
PowerUP SYBR Green
10 µL (1x)
Oligonucleótido Fwd (5 μM) 1.6 µL (400 nM)
Oligonucleótido Rv (5 μM) 1.6 µL (400 nM)
cDNA (200 ng totales) 2 µL
H2O 4.8 µL
Volumen total 20 µL
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Tabla 15. Programa utilizado para la qPCR a partir de cDNA de los genes 
COL1α1, α-SMA, TGF-β1, MMP2, MMP9, TIMP1, MFN2 y β-actina. 
Tipo de ciclo Temperatura Tiempo Ciclos 
Dual-Lock DNA polymerase 95 °C 10 min 1 
Desnaturalización 95 °C 15 seg 40 
Alineamiento/Extensión 60 °C 60 seg 40 
 
3.7 Análisis estadístico 
 
Cada experimento se realizó por triplicado y los datos se analizaron mediante la 
prueba t de Student o el análisis de varianza unidireccional (ANOVA) para la 
comparación entre dos grupos o entre varios grupos, respectivamente. El programa 
utilizado fue GraphPad Prism 6 (Northside Dr. Suite, San Diego, CA, EE. UU.). Todos 
los datos se expresaron como media ± SEM y se consideró una diferencia 















4.1 Evaluación del EETD en la viabilidad celular de HepG2.  
 
Se realizó un ensayo de viabilidad celular mediante la técnica de MTT, este 
ensayo colorimétrico se basa en la escisión de la sal amarilla de tetra-zolium MTT a 
cristales de formazán púrpura por el metabolismo activo de las células y por lo tanto 
viables (proliferación celular), esta reducción celular involucra el nucleótido de piridina, 
cofactores NADH y NADPH.  
Para evaluar la actividad antifibrótica del EETD en células LX-2 y tener una 
línea celular para comparar los resultados obtenidos, se decidió utilizar la línea celular 
de hepatocarcinoma celular humano (HepG2), para esto se evaluó la citotoxicidad del 
EETD en esta línea mediante un ensayo de MTT. Se evaluó un rango de concentraciones 
que fue desde 0.05 a 10 mg/mL durante 24h (figura 11), con la finalidad de encontrar 
aquella concentración que permitiera conocer la mínima cantidad del EETD con mas del 
80% de la viabilidad celular, observándose que la viabilidad no fue significativamente 
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afectada a las concentraciones de 0.5, 0.1 y 0.05 mg/mL. Por lo que se concluyó que a 
dosis menores de 1.0 mg/mL no presenta un efecto letal en la línea celular HepG2 y se 
conserva más del 90% de viabilidad celular. 
 
 
Figura 11. Efecto del EETD en la viabilidad celular de HepG2 a las 24 h. Las barras 
indican el porcentaje de viabilidad de las células HepG2 tratadas con el EETD (0 - 10 
mg/mL) por 24 h, se realizó mediante el ensayo de MTT. *p<0.001 y **p<0.0001. 
 
 Debido a que las CEH son las principales células orquestadoras de la fibrosis y el 
objetivo de este proyecto fue la elucidación de posibles vías moduladas por el EETD y 
no una interacción entre distintos tipos celulares, concluimos que no era necesaria una 
línea control para comparar los resultados con la línea celular LX-2, por tanto no se 
continuó con los ensayos en células HepG2.  
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4.2 Evaluación del EETD, TGF-β, silibinina y etanol en la viabilidad celular de LX-
2 
 
TGF-βl es la principal citocina pro-fibrogénica, por tanto ésta se utilizó para 
promover la activación de las CEH, por tanto se evaluó la viabilidad de las células LX-2 
en presencia de ésta hasta las 72 h. De acuerdo a la literatura una concentración de 1 
ng/mL de TGF-β1 provoca expresión estadísticamente significativa de marcadores pro-
fibróticos como mRNA-COL1α1 y α-SMA comparada con el control sin TGF-β1 (Ikeda 
et al., 2011), por lo que se decidió realizar el ensayo de viabilidad para la concentración 
de 1.0 ng/mL. En la figura 12A se observa que a la concentración de 1.0 ng/mL de TGF-
β1 hasta las 72h se mantiene la viabilidad celular por encima del 90% comparado con el 
control sin tratamiento (100% de viabilidad). Con este ensayo se pudo determinar que 
podríamos utilizar la cantidad de 1 ng/mL de TGF-β1 para las posteriores evaluaciones 
en la línea celular LX-2. 
 El etanol es un conocido inductor de fibrosis en el hígado, por esto se decidió 
utilizar este compuesto como inductor de estrés celular para activar a las CEH. Esta 
reportado que a una concentración de 25 mM de etanol en un modelo in vitro de células 
LX-2 se obtiene expresión de mRNA estadísticamente significativa de los marcadores 
pro-fibrogénicos α-SMA y COL1α1 (Chen et al., 2011). Por tanto se evaluó la viabilidad 
celular de las células LX-2 en presencia de etanol a concentraciones de 0 a 100 mM 
hasta 72 h. Se observó viabilidad celular de mas del 70% hasta la concentración de 50 
mM y mas del 60% para la concentración de 100 mM hasta las 72 h en las células LX-2 
(figura 12B). 
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La silibinina es el componente más activo de la silimarina presente en el cardo 
mariano (Silybum marianum). Su mecanismo de acción es complejo y altamente 
beneficioso en la protección de los hepatocitos contra hepatotoxicidad, en parte por 
estrés oxidativo, inducida por fármacos y químicos in vivo e in vitro. Por tanto se evaluó 
la viabilidad celular de LX-2 en presencia de silibinina a concentraciones de 0 a 100 µM 
hasta las 72 h, para ser utilizada como control de protección de activación de las células 
LX-2 (Ezhilarasan et al., 2016). Se observó que todas las concentraciones utilizadas de 
silibinina conservaron mas del 90% de la viabilidad celular hasta las 72 h (figura 12C), 




Figura 12. Efecto de TGF-β1, etanol y silibinina en la viabilidad celular de LX-2 
hasta las 72h. Los puntos de las líneas continuas indican el porcentaje de viabilidad de 
las células LX-2 tratadas con los diferentes compuestos a evaluar hasta las 72 h. A) 
TGF-β1 (0 - 1 ng/mL). B) Etanol (0 – 100 mM). C) Silibinina (0 - 100 µM). La 
viabilidad fue medida por el ensayo de MTT y todos los experimentos fueron realizados 
por triplicado. 
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Para la posterior evaluación de la actividad antifibrótica del EETD, se procedió a 
determinar las concentraciones de éste que no fueran citotóxicas para la línea celular 
LX-2 mediante un ensayo de MTT. Se utilizó un rango de concentraciones del EETD de 
0.05 a 10 mg/mL a las 24 h (figura 13A), con la finalidad de elegir las concentraciones 
que no disminuyeran la viabilidad celular por debajo del 60%. Se observó que la 
viabilidad celular estuvo por encima del 60% en concentraciones menores a 1 mg/mL 
durante 24 h; al contrario, se observó una reducción significativa de la viabilidad celular 
(>80%) cuando las células se incubaron con 5,0 y 10,0 mg/mL de EETD (figura 13A). 
Además, el tratamiento con EETD durante 24 h inhibió la proliferación de células LX-2 
de una manera dependiente de la concentración (figura 13A). La concentración 
inhibitoria 50 (IC50) del EETD fue de 1,148 mg/mL en células LX-2 (figura 13B). Con 
base en ésto, la evaluación de la citotoxicidad del EETD hasta 72 h, se realizó utilizando 
un rango de concentraciones de 0.05 a 5.0 mg/mL en células LX-2 en diferentes puntos 
de tiempo (24, 48 y 72 h). Se encontró que a concentraciones mayores de 0.15 mg/mL 
del EETD, la proliferación celular disminuye de una manera dependiente del tiempo 
(figura 13C). A concentraciones de 1.0 y 5.0 mg/mL, el EETD inhibió la proliferación 
desde puntos de tiempo tempranos (24 h); mientras que a concentraciones de 200 a 500 
µg/mL (0.2 a 500 mg/mL), la viabilidad celular disminuyó hasta el 60 o 30 % 
respectivamente a las 72 h y a concentraciones menores a 200 µg/mL mantuvieron la 
viabilidad celular alrededor del 70% (figura 13C). Con base en estos resultados, se 
decidió utilizar el EETD en las concentraciones de 100 y 200 µg/mL hasta las 72 h 




Figura 13. Efecto del EETD sobre la viabilidad celular de LX-2. A) Evaluación de la 
viabilidad celular de LX-2 expuestas al EETD a concentraciones de 0 a 10 mg/mL 
durante 24 h, las barras indican el porcentaje de viabilidad celular. B) Grafica del IC50 
de 1,148 mg/mL del EETD en células LX-2. C) Evaluación de la viabilidad celular de 
LX-2 expuestas a concentraciones de 5.0 a 0.05 mg/mL de EETD durante 24, 48 y 72 h. 
La viabilidad se midió mediante el ensayo MTT y todos los experimentos fueron 
realizados por triplicado. * p< 0.01 y ** p< 0.0001. 
 
La finalidad de los ensayos de viabilidad fue buscar las concentraciones a utilizar 
de los diferentes compuestos que no provocaran muerte celular y permitieran la 
evaluación biológica de la actividad del EETD en combinación con estos en la línea 
celular LX-2. En la tabla 16 se resumen los resultados de interés obtenidos de los 




Tabla 16. Viabilidad celular mediante el ensayo de MTT en la línea celular LX-2 de 
compuestos evaluados hasta 72 h. 
COMPUESTO Concentración Viabilidad 
(%) 
EETD 0.2 mg/mL (200 µg/mL) 70 
Etanol 50 mM 76 
TGF-β1 1 ng/mL 100 
Silibinina 100 µM 100 
 
 
4.3 Establecimiento del modelo de activación con TGF-β1 y etanol en la línea 
celular LX-2. 
 
Para el establecimiento del modelo de activación, se cultivaron células LX-2 en 
medio completo durante 24 h, posteriormente se retiro el SFB y se aplicó el tratamiento 
correspondiente, TGF-β1 (10 ng/mL) o etanol (50 mM), evaluándose la expresión de 
mRNA-α-SMA y COL1α1 a tres puntos de tiempo (24, 48 y 72 h). En la figura 14A se 
observa que en todos los tiempos hay sobreexpresión de mRNA-COL1α1 y únicamente 




Figura 14. Efecto de TGF-β en la expresión de α-SMA y COL1α1 en células LX-2. 
A) Expresión de mRNA-COL1α1 en células LX-2 tratadas con TGF-β1 (10 ng/mL). B) 
Expresión de mRNA-α-SMA en células LX-2 tratadas con TGF-β1 (10 ng/mL). Las 
células LX-2 se sembraron en placas de 24 pocillos en medio completo durante 24 h, se 
retiro el medio con SFB, se aplico el tratamiento con TGF-β1 (10 ng/mL) y se midió la 
expresión de los marcadores por RT-qPCR a las 24, 48 y 72 h. Se usó β-actina como 
control. Todos los experimentos se realizaron por triplicado, las barras representan n=6. 
*TGF-β1 versus sin TGF-β1 (*p<0.01 y **p<0.0001). 
 
En la evaluación de la expresión de mRNA-α-SMA y COL1α1 con el estímulo de 
etanol (50 mM) observamos que únicamente hay sobreexpresión de mRNA-COL1α1 a 
las 24 h (figura 15A), y que no hay cambios significativos en la expresión de mRNA-α-




Figura 15. Efecto de etanol en la expresión de α-SMA y COL1α1 en células LX-2. A) 
Expresión de mRNA-COL1α1 en células LX-2 tratadas con etanol (50 mM). B) 
Expresión de mRNA-α-SMA en células LX-2 tratadas con etanol (50 mM). Las células 
LX-2 se sembraron en placas de 24 pocillos en medio completo durante 24 h, se retiro el 
medio con SFB, se aplico el tratamiento con etanol (50 mM) y se midió la expresión de 
los marcadores por RT-qPCR a las 24, 48 y 72 h. Se usó β-actina como control. Todos 
los experimentos se realizaron por triplicado, las barras representan n=6. *Etanol 50 mM 
versus sin etanol (*p<0.05). 
 
4.4 Los efectos del EETD en la expresión de marcadores COL1α1 y α-SMA en la 
línea celular LX-2 en presencia de TGF-β1 y etanol en dos modelos distintos. 
 
La evaluación de los marcadores pro-fibrogénicos COL1α1 y α-SMA se abordó 
de dos maneras distintas (figura 16). El primer abordaje fue la evaluación del efecto pre-
exposición al EETD y posteriormente a los inductores de activación TGF-β1 o etanol en 
la línea celular LX-2 (figura 16A), con el objetivo de saber si el EETD preserva o 
protege a las CEH del daño causado por TGF-β1 o etanol. El segundo abordaje fue la 
evaluación del efecto de modulación de daño causado por los inductores de activación y 
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posterior exposición al EETD, con el objetivo de saber si el EETD fue capaz de revertir 
o atenuar el daño causado por TGF-β1 o etanol (figura 16B). 
 
 
Figura 16. Esquema de tipos de tratamiento en células LX-2. En el esquema se 
observa la línea cronológica a utilizar en cada uno de los tratamientos. A) Esquema 
representativo para el tratamiento de efecto pre-exposición al EETD y posteriormente a 
los inductores de activación TGF-β1 o etanol. B) Esquema representativo para el 
tratamiento del efecto de modulación de daño causado por los inductores de activación y 
posterior exposición al EETD. 
 
4.4.1 Los efectos del EETD en la expresión de los marcadores COL1α1 y α-SMA en 
el tratamiento de efecto pre-exposición al EETD y posteriormente a los inductores 
de activación TGF-β1 o etanol.  
 
En el modelo de pre-exposición al EETD, se cultivaron células LX-2 en medio 
completo durante 24 h, se les retiró el SFB y se aplico el EETD (150 µg/mL) durante 12 
h, nuevamente se retiró el medio y se agregó el inductor de activación correspondiente 
TGF-β1 (1 ng/mL) o etanol (50 mM) y/o EETD (150 µg/mL), evaluándose la expresión 
de mRNA-α-SMA y COL1α1 a tres puntos de tiempo (24, 48 y 72 h). 
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En el modelo de pre-exposición al EETD con TGF-β1 (1 ng/mL) como 
inductor de activación, se observó sobreexpresión de mRNA-COL1α1 con el 
tratamiento con TGF-β1 en todos los tiempos, teniendo mayor expresión a las 24 h y 
disminuyendo con respecto al tiempo (figura 17A). Cuando las células estuvieron en 
presencia del EETD (150 µg/mL) y TGF-β1 (1 ng/mL) hubo subexpresión de mRNA-
COL1α1 a las 24 y 48 h con respecto al control con TGF-β1 (1 ng/mL), pero aun así la 
expresión fue mayor que en el control sin tratamiento; a las 72 h este efecto ya no fue 
observado (figura 17A). Cuando las células estuvieron expuestas únicamente al EETD 
(150 µg/mL) la expresión de mRNA-COL1α1 aumentó con respecto al control sin 
tratamiento únicamente a las 24 h; pero a las 48 y 72 h la expresión disminuyó hasta por 
debajo de los niveles del control sin tratamiento (figura 17A). 
En la expresión de mRNA-α-SMA hubo sobreexpresión en presencia de TGF-β1 
a las 24 h, mientras que a las 48 y 72 h se expresó por debajo de los niveles del control 
sin tratamiento, y en presencia de EETD (150 µg/mL) y TGF-β1 (1 ng/mL) se atenuó 
desde las 24 h con respecto a la expresión con únicamente TGF-β1 (1 ng/mL), y 
continuó la disminución de la expresión hasta por debajo de los niveles del control desde 
las 48 h (figura 17B). Cuando las células estuvieron expuestas únicamente al EETD (150 
µg/mL)  la expresión de mRNA-α-SMA aumentó con respecto a la expresión del control 
sin tratamiento a las 24 h, a las 48 y 72 h la expresión disminuyó hasta por debajo de los 
niveles del control sin tratamiento. 
En conclusión, en el tratamiento para evaluar el efecto del pre-tratamiento con el 
EETD en presencia de TGF-β1, se observó que el EETD atenúa los niveles de la 
expresión de mRNA-COL1α1 a las 24 y 48 h, y únicamente la expresión de mRNA-α-
SMA a las 24 h (figura 17). 
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Figura 17. Expresión de α-SMA y COL1α1 en el modelo de pre-exposición al EETD 
con TGF-β1 (1 ng/mL) como inductor de activación en células LX-2. A) Expresión 
de mRNA-COL1α1 células LX-2 tratadas con EETD (150 µg/mL) y TGF-β1 (1 ng/mL). 
B) Expresión de mRNA-α-SMA en células LX-2 tratadas con EETD (150 µg/mL) y 
TGF-β1 (1 ng/mL). Las células LX-2 se sembraron en placas de 24 pocillos en medio 
completo durante 24 h, se retiro el medio con SFB, se aplico el pre-tratamiento con 
EETD (150 µg/mL) durante 12 h, se retiro el medio se aplicó EETD (150 µg/mL) y/o 
TGF-β1 (1 ng/mL) y se midió la expresión de los marcadores por RT-qPCR a las 24, 48 
y 72 h. Se usó β-actina como control. Todos los experimentos se realizaron por 
triplicado, las barras representan n=3. *Condición versus sin TGF-β1 y sin EETD 
(*p<0.05); y # condición versus TGF-β1 (#p<0.05). 
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 En el modelo de pre-exposición al EETD con etanol (50 nM) como inductor 
de activación, se observó sobreexpresión de mRNA-COL1α1 con el tratamiento con 
etanol (50 nM), EETD (150 µg/mL) y en combinación (EETD y etanol) únicamente a 
las 24 h, no observándose ninguna tendencia a las 48 y 72 h (figura 18A). 
En la expresión de mRNA-α-SMA el etanol (50 nM) no causo ninguna 
modulación en la expresión a ningún tiempo. El EETD (150 µg/mL) a las 24 h causa 
sobreexpresión de mRNA-α-SMA, la cual es atenuada incluso por debajo del control sin 
tratamiento a las 48 y 72 h. El tratamiento combinado con EETD (150 µg/mL) y etanol 
(50 nM) se observó sobreexpresión de mRNA-α-SMA a las 24 h, mientras que a las 48 y 
72 h la expresión es parecida al control sin tratamiento (figura 18B). Por tanto hay 
sobreexpresión de mRNA-COL1a1 y mRNA-α-SMA en presencia de etanol (50 nM) y/o 
EETD (150 µg/mL) únicamente a las 24 h (figura 18). 
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Figura 18. Expresión de α-SMA y COL1α1 en el modelo de pre-exposición al EETD 
con etanol (50 nM) como inductor de activación en células LX-2. A) Expresión de 
COL1α1 en células LX-2 tratadas con EETD (150 µg/mL) y etanol (50 nM). B) 
Expresión de α-SMA en células LX-2 tratadas con EETD (150 µg/mL) y etanol (50 nM). 
Las células LX-2 se sembraron en placas de 24 pocillos en medio completo durante 24 
h, se retiro el medio con SFB, se aplico el pre-tratamiento con EETD (150 µg/mL) 
durante 12 h, se retiro el medio se aplicó EETD (150 µg/mL) y/o etanol (50 nM) y se 
midió la expresión de los marcadores por RT-qPCR a las 24, 48 y 72 h. Se usó β-actina 
como control. Todos los experimentos se realizaron por triplicado, las barras representan 
n=3. *Condición versus sin etanol y sin EETD (*p<0.05). 
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4.4.2 Los efectos del EETD en la expresión de los marcadores COL1α1 y α-SMA en 
el tratamiento del efecto de modulación de daño causado por los inductores de 
activación y posterior exposición al EETD. 
 
En el modelo de modulación de daño causado por los inductores de activación, 
TGF-β1 (1 ng/mL) o etanol (50 mM) y posterior exposición al EETD (150 µg/mL), se 
cultivaron células LX-2 en medio completo durante 24 h, se les retiró el SFB y se aplicó 
el tratamiento con TGF-β1 (1 ng/mL) o etanol (50 mM) durante 12 h, nuevamente se 
retiró el medio y se agregó el inductor de activación correspondiente TGF-β1 (1 ng/mL) 
o etanol (50 mM) y/o el EETD (150 µg/mL), evaluándose la expresión de mRNA-α-
SMA y COL1al a tres puntos de tiempo (24, 48 y 72 h). 
 
En el modelo de modulación de daño causado por el inductor de activación 
TGF-β1 (1 ng/mL) y posterior exposición al EETD (150 µg/mL), se observó 
sobreexpresión de mRNA-COL1al en presencia de TGF-β1 (1 ng/mL) únicamente a las 
24 y 48 h con respecto al control sin tratamiento. En presencia del EETD (150 µg/mL) 
se observó sub-expresión de mRNA-COL1al a las 48 y 72 h con respecto al control sin 
tratamiento, y sub-expresión a las 48 h con respecto al control con TGF-β1 (1 ng/mL), 
indicando que el EETD (150 µg/mL) atenúa el efecto que el TGF-β1 (1 ng/mL) provoca. 
Con el tratamiento combinado de TGF-β1 (1 ng/mL) y EETD (150 µg/mL), se observó 
sobreexpresión a las 24 h, pero a las 48 y 72 h hubo sub-expresión de mRNA-COL1al 
con respecto al control sin tratamiento (figura 19A). 
El tratamiento con TGF-β1 (1 ng/mL) no provocó modificación de la expresión 
de mRNA-α-SMA en ningún tiempo. Con el tratamiento combinado de TGF-β1 (1 
ng/mL) y EETD (150 µg/mL), se observó sobreexpresión a las 24 h, pero a las 48 y 72 h 
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hubo sub-expresión de mRNA-α-SMA,con respecto al control sin tratamiento. El EETD 
(150 µg/mL) provoca sobreexpresión de mRNA-α-SMA desde las 48 h y a las 72 h se 
triplica, indicando que el EETD provoca la expresión de este marcador, pero en 
presencia del tratamiento combinado con EETD y TGF-β1 este marcador esta por debajo 
de los niveles del control sin tratamiento, por lo que se requiere comprobar estos 
resultados para discernir cual es la probable causa de este efecto o si solo fue un 
artefacto (figura 19B). 
Por tanto, la presencia del EETD atenuó el aumento de mRNA-COL1al en 
presencia de TGF-β1 desde las 48h y aumentó la expresión de mRNA-α-SMA a las 24 h 





Figura 19. Expresión de α-SMA y COL1α1 en presencia de EETD en un esquema de 
pre-tratamiento con TGF-β1 en células LX-2. A) Expresión de mRNA-COL1α1 en 
células LX-2 tratadas con EETD (150 ng/mL) y TGF-β1 (1 ng/mL). B) Expresión de 
mRNA-α-SMA en células LX-2 tratadas con EETD (150 ng/mL) y TGF-β1 (1 ng/mL). 
Las células LX-2 se sembraron en placas de 24 pocillos en medio completo durante 24 
h, se retiró el medio con SFB, se aplicó el pre-tratamiento con TGF-β1 (1 ng/mL) 
durante 12 h, se retiró el medio se aplicó EETD (150 µg/mL) y/o TGF-β1 (1 ng/mL) y se 
midió la expresión de los marcadores por RT-qPCR a las 24, 48 y 72 h. Se usó β-actina 
como control. Todos los experimentos se realizaron por triplicado, las barras representan 
n=3. *Condición versus sin TGF-β1 y sin EETD (*p<0.05). 
 
En el modelo de modulación de daño causado por el inductor de activación 
etanol (50 mM) y posterior exposición al EETD (150 µg/mL),  se observó 
subexpresión de mRNA-COL1α1 en presencia del EETD (150 µg/mL) a las 48 y 72 h. 
En presencia de etanol (50 mM) se observó ligero aumento en la expresión de este 
marcador a 48 h, atenuándose este efecto a las 72 h disminuyendo incluso a niveles por 
debajo de la expresión de control sin tratamiento. En el tratamiento combinado etanol 
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(50 nM) y EETD (150 µg/mL), la expresión de mRNA-COL1α1, a las 48 y 72 h 
disminuyó incluso a niveles por debajo de la expresión de control sin tratamiento, 
especulando que el EETD atenúo los efectos de la expresión de mRNA-COL1α1 desde 
tiempos tempranos, 24 h (figura 20A). 
En el tratamiento con etanol (50 mM) hubó sobreexpresión de mRNA-α-SMA a 
las 24 h y disminuyó por debajo del control sin tratamiento a las 48 y 72 h. Con el 
tratamiento combinado con etanol (50 mM) y EETD (150 µg/mL), no se observó 
modulación de la expresión de mRNA-α-SMA, con respecto al control sin tratamiento, 
por tanto la sobrexpresión observada con el tratamiento con etanol fue atenuada por el 
EETD. El EETD (150 µg/mL) provocó sobreexpresión de mRNA-α-SMA desde las 48 h 
y a las 72 h se triplica, indicando que el EETD (150 µg/mL) provocó la expresión de 
este marcador, pero en presencia del tratamiento combinado con EETD (150 µg/mL) y 
etanol (50 mM) este marcador esta por debajo de los niveles del control sin tratamiento, 
por lo que se requiere comprobar estos resultados para discernir cual fue la probable 
causa de este efecto o si solo fue un artefacto (figura 20B). 
Por tanto se observó que el EETD (150 µg/mL) atenúo los niveles de expresión 
de mRNA-COL1α1 a las 48 y 72 h en presencia de etanol (50 nM), pero provocó el 
aumento de la expresión de mRNA-α-SMA a las 72h en presencia del EETD (150 
µg/mL) (figura 20). 
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Figura 20. Expresión de α-SMA y COL1α1 en presencia de EETD en un esquema de 
pre-tratamiento con etanol en células LX-2. A) Expresión de mRNA-COL1α1 en 
células LX-2 tratadas con EETD (150 ng/mL) y etanol (50 nM). B) Expresión de 
mRNA-α-SMA en células LX-2 tratadas con EETD (150 ng/mL) y etanol (50 nM). Las 
células LX2 se sembraron en placas de 24 pocillos en medio completo durante 24 h, se 
retiro el medio con SFB, se aplico el pre-tratamiento con etanol (50 nM) durante 12 h, se 
retiro el medio se aplicó EETD (150 µg/mL) y/o etanol (50 nM) y se midió la expresión 
de los marcadores por RT-qPCR a las 24, 48 y 72 h. Se usó β-actina como control. 
Todos los experimentos se realizaron por triplicado, las barras representan n=3. 






4.5 Evaluación de las proteínas α-SMA y TIMP1 en presencia de TGF-β1 a 5 
ng/mL y etanol a 75 y 100 mM. 
 
Para validar los resultados anteriormente obtenidos y observar si se podía tener 
un mayor estimulo de activación en las CEH en presencia de TGF-β1 y etanol, se utilizó 
un modelo de aplicación de tratamiento al mismo tiempo sin ningún pre-tratamiento 
aumentando las dosis de TGF-β1 a 5 ng/mL y etanol a 75 o 100 mM. Se cultivaron 
células LX-2 en medio completo durante 24 h, se les retiró el SFB y se aplicó el 
tratamiento con TGF-β1 (5 ng/mL) o etanol (75 o 100 mM) y/o el EETD (150 µg/mL), 
evaluándose la expresión a nivel de proteína de α-SMA y TIMP1 a tres puntos de tiempo 
(24, 48 y 72 h). 
  
En la expresión proteica de αn la a las 24 y 72 h se observó un ligero aumento en 
la expresión en las células tratadas únicamente con la depleción de suero comparadas 
con el control sin tratamiento y con SFB. En las células tratadas con TGF-β1 a las 72 h 




Figura 21. Expresión proteica de α-SMA en presencia de TGF-𝛽1 o etanol en 
células LX-2. A) Western blot de la expresión proteica de α-SMA (gel de poliacrilamida 
12%). B) Graficas del promedio de la expresión proteica de α-SMA. Expresión proteica 
de α-SMA en células LX-2 tratadas con tratadas con TGF-β1 (5 ng/mL) o etanol (75 o 
100 mM). Las células LX-2 se sembraron en placas de 24 pocillos en medio completo 
durante 24 h, se retiro el medio con SFB, se aplicó TGF-β1 (5 ng/mL) o etanol (75 o 100 
mM) y se midió la expresión proteica de los marcadores por WB a las 24, 48 y 72 h. Se 
usó tubulina como control. Todos los experimentos se realizaron por triplicado, las 
barras representan n=3. 
 
En la expresión proteica de TIMP1 se observó un aumento de su expresión en las 
células depletadas de SFB en todos los tiempos, también se observó un ligero 
incremento en la expresión a las 72 h en las células tratadas con etanol 100 mM, así 
como en las células tratadas con TGF-β1 a las 24 y 48 h. Con el tratamiento de etanol 75 




Figura 22. Expresión proteica de TIMP1 en presencia de TGF-β1 o etanol en 
células LX-2. A) Western blot de la expresión proteica de TIMP1 (gel de poliacrilamida 
12%). B) Graficas del promedio de la expresión proteica de TIMP1. Expresión proteica 
de TIMP1 en células LX-2 tratadas con tratadas con TGF-β1 (5 ng/mL) o etanol (75 o 
100 mM). Las células LX-2 se sembraron en placas de 24 pocillos en medio completo 
durante 24 h, se retiro el medio con SFB, se aplicó TGF-β1 (5 ng/mL) o etanol (75 o 100 
mM) y se midió la expresión proteica de los marcadores por WB a las 24, 48 y 72 h. Se 
usó tubulina como control. Todos los experimentos se realizaron por triplicado, las 
barras representan n=3. 
 
En la evaluación de las proteínas α-SMA (figura 21) y TIMP1 (figura 22), 
independientemente de la dosis evaluada de etanol (75 y 100 mM) y TGF-β1 a 5 ng/mL 
no hubo diferencia significativa en la expresión de las proteínas en los distintos tiempos 
a las diferentes dosis, por lo que se deben evaluar mas marcadores o cambiar la dosis de 
estos compuestos para comprobar la estimulación de la expresión de marcadores pro-
fibrogénicos con los tratamientos aplicados. 
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4.6 Evaluación de la morfología celular de LX-2 en presencia de EETD a 200 
µg/mL y TGF-β1 a 10 ng/mL. 
 
Para evaluar si la exposición al EETD a 200 µg/mL y TGF-β1 a 10 ng/mL induce 
alteraciones morfológicas (figura 23), se cultivaron células LX-2 en condiciones libres 
de SFB en presencia del EETD (200 µg/mL) solo o combinado con TGF-β1 (10 ng/mL) 
a tres puntos de tiempo diferentes (24, 48 y 72 h) y fueron evaluados bajo un 
microscopio de contraste de fase. Observamos que las células LX-2 en presencia del 
EETD (200 µg/mL) conservan una forma estrellada (figura 23B, 24 h); pero cuando las 
células fueron expuestas a TGF-β1 (10 ng/mL), la morfología celular cambió a una 
forma de huso adherente (foma alargada o estirada), formando racimos y dejando 
amplios espacios entre ellos (figura 23C, 24 h), a las 48 h se observó una gran cantidad 
de células muertas (figura 23C, 48 h) y a las 72 h muestra una mayor cantidad de muerte 
celular (figura 23C, 72 h). Cuando las células fueron expuestas al tratamiento 
combinado con TGF-β1 (10 ng/mL) y EETD (200 µg/mL), el patrón de huso adherente 
y racimos no se observó y la mayoría de las células mantuvieron su forma estrellada 
(figura 23D, 24 h), el efecto observado (muerte celular) a las 48 h con el tratamiento con 
TGF-β1 (10 ng/ml) fue atenuado por el tratamiento con EETD (figura 23D, 48 h), 
repitiéndose el patrón de atenuación a las 72 h (figura 23D, 72 h). Por tanto concluimos 
que el EETD no modifica sustancialmente la morfología de las células LX-2 y evita la 
aparición morfológica típica de huso adherente y racimos de las células activadas, con 




Figura 23. Efecto del EETD sobre la morfología de células LX-2 tratadas con TGF-
β1 y EETD. Las células LX-2 se trataron con 200 µg/mL de EETD solo o combinado 
con TGF-β1 (10 ng/mL) durante 24, 48 y 72 h, y las imágenes fueron obtenidas bajo un 
microscopio de contraste de fase. 
 
4.7 Evaluación de la expresión de los marcadores TGF-β, COL1α1, α-SMA, MMP2, 
TIMP1, MFN2 y SNAI1 en presencia del EETD a 100 o 200 µg/mL y TGF-β1 a 10 
ng/mL en celulas LX-2. 
 
Para saber si EETD podía suprimir la activación de las células LX-2, las células 
LX-2 se sembraron durante 24 h en medio completo, se retiro el medio y se trataron con 
EETD (100 y 200 µg/mL) solo o combinado con TGF-β1 (10 ng/mL) en condiciones 
libres de SFB y se midió la expresión de los marcadores TGF-β, COL1α1, α-SMA, 
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MMP2, TIMP1, MFN2 y SNAI1 por RT-qPCR y/o WB en tres puntos de tiempo 
diferentes (24, 48 y 72 h). 
 
4.7.1 El EETD atenúa los marcadores de expresión fibrogénica en células LX-2. 
 
En la evaluación de la expresión del mRNA-TGF-β, la presencia del EETD a 200 
µg/mL provoca una sobre-expresión del mRNA-TGF-β que se conserva hasta las 72 h y 
a el EETD a 100 µg/mL hasta las 48 h. En presencia de TGF-β1 (10 ng/mL) hubó 
sobreexpresión de mRNA-TGF-β únicamente a las 48 h. En el tratamiento combinado de 
EETD y TGF-β1 (10 ng/mL) hay sobre-expresión del mRNA-TGF-β que se conserva 
hasta las 72 h en ambas dosis del EETD (100 y 200 µg/mL) (figura 24A). En la 
expresión proteica de TGF-β se confirmó el resultado de expresión de mRNA-TGF-β, 
debido a sobreexpresión en presencia del EETD en todos los tiempos. En el tratamiento 
combinado con EETD y TGF-β1 (10 ng/mL) hay sobre-expresión de TGF-β a las 48 y 





Figura 24. Efecto de EETD sobre la expresión de TGF-β en células LX-2 tratadas 
con TGF-β1. A) El mRNA-TGF-β se midió por RT-qPCR (n = 6). Las células LX-2 se 
sembraron en placas de 24 pocillos, se incubaron en medio sin SFB durante 24 h, 
seguido del tratamiento con EETD (100 o 200 µg /mL) a las 24, 48 y 72 h, solo o 
combinado con TGF-β1 (10 ng/mL). Se usó β-actina como control. B) La expresión 
proteica de TGF-β se analizó mediante Western Blot (n = 4). Las células LX-2 se 
sembraron en placas de 6 pocillos y se trataron como anteriormente. GAPDH se utilizó 
como control. *Condición versus sin TGF-β1 y sin EETD (*p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001 y ****p<0.0001) y #condición versus TGF-β1 (#p<0.05, ##p<0.01, 
###p<0.001 y ####p<0.0001). 
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 Evaluamos la expresión de mRNA-COL1α1 (figura 25A) a través de RT-qPCR 
en células tratadas con EETD en diferentes momentos descritos anteriormente. 
Encontramos que el tratamiento con EETD (100 o 200 µg/mL) disminuye la expresión 
de los niveles de mRNA-COL1α1. Solo la concentración de 200 µg/mL del EETD 
inhibió la expresión de mRNA-COL1α1 en todos los tiempos. Observamos que, incluso 
a las 72 h, tiene un 65% más de inhibición de la expresión de mRNA-COL1α1 que 100 
µg/mL del EETD. Como era de esperar, el tratamiento con TGF-β1 (10 ng/mL) aumentó 
la expresión del nivel de mRNA-COL1α1 en todos los tiempos, y en presencia del 
EETD, este efecto se atenuó en ambas concentraciones utilizadas (100 o 200 µg/mL), 
pero la concentración de 200 µg/mL del EETD presentó el máximo efecto en la 
inhibición de la expresión de los niveles de mRNA-COL1α1 versus TGF-β1 (10 ng/mL) 
(figura 25A), inhibiendo la expresión en todos los tiempos y manteniéndose hasta las 
72h, alcanzando los niveles de la expresión basal de mRNA-COL1α1 a las 48 y 72 h 
(figura 25A). 
Además, evaluamos la expresión a nivel transcripcional y traduccional de α-
SMA (figura 25A y 25B, respectivamente). En la evaluación transcripcional, la 
presencia del EETD (100 o 200 µg/mL) aumento los niveles de mRNA-α-SMA y este 
aumento se perpetuó hasta las 72 h. El tratamiento con TGF-β1 (10 ng/mL) aumenta la 
expresión del mRNA-α-SMA a las 72 h, y la presencia de EETD (100 o 200 µg/mL) 
aumenta este efecto. EETD (100 µg/mL) disminuye la expresión de la proteína α-SMA 
en todos los tiempos, pero a una concentración de 200 µg/mL del EETD, este efecto se 
observó solo a las 48 h (figura 25B). En presencia de TGF-β1 (10 ng/mL) y EETD, hubo 
una regulación a la baja de la proteína α-SMA desde las 48 h a 200 µg/mL de EETD y 
solo se observó a las 72 h para 100 µg/mL de EETD. 
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Figura 25. Efecto de EETD sobre α-SMA y COL1α1 en células LX-2 tratadas con 
TGF-β1. A) La expresión del mRNA-α-SMA y COL1α1 se midieron por RT-qPCR (n = 
6). Las células LX-2 se sembraron en placas de 24 pocillos, se incubaron en medio sin 
suero durante 24 h, seguido de tratamiento con EETD (100 o 200 µg /mL) a las 24, 48 y 
72 h, solo o combinado con TGF-β1 (10 ng/mL). Se usó β-actina como control. B) La 
expresión proteica de α-SMA se analizó mediante Western Blot (n = 4). Las células LX-
2 se sembraron en placas de 6 pocillos y se trataron como anteriormente. GAPDH se 
utilizó como control. *Condición versus sin TGF-β1 y sin EETD (*p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001 y ****p<0.0001) y #condición versus TGF-β1 (#p<0.05, ##p<0.01, 
###p<0.001 y ####p<0.0001).  
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4.7.2 El EETD modula la expresión de TIMP1. 
 
Dado que observamos que el EETD reduce los niveles de expresión de mRNA-
COL1α1 y de proteína α-SMA, queríamos evaluar si el EETD estaba modificando 
moduladores de la matriz extracelular como MMP2 y TIMP1 (figura 26). Por lo tanto, 
las células LX-2 se trataron con EETD (100 y 200 µg/mL) solo o combinado con TGF-
β1 (10 ng/mL) en condiciones libres de SFB en tres puntos de tiempo diferentes (24, 48 
y 72 h). 
Observamos que la expresión de mRNA-MMP2 (figura 26A) aumentó en 
presencia del EETD (100 y 200 µg/mL) y cuando las células LX-2 se expusieron además 
a TGF-β1 (10 ng/mL), este efecto se intensificó. Hubo sobreexpresión de mRNA-TIMP1 
(figura 26A) en células LX-2 en presencia de EETD (100 y 200 µg/mL) y el patrón se 
repitió cuando las células también fueron expuestas a TGF-β1 (10 ng/mL), mostrando 
niveles de sobreexpresión aumentados. Pero la expresión de la proteína TIMP1 (figura 
26B) mostró una regulación a la baja en las células LX-2 en presencia de EETD (48 y 72 
h), con expresión del 30% para 100 µg/mL de EETD a 44% para 200 µg/mL de EETD 
con mayor inhibición a las 72 h comparado con el control sin tratamiento; en el 
tratamiento combinado de TGF-β1 (10 ng/mL) y EETD, hubo una disminución en los 
niveles de expresión de la proteína TIMP1 a las 72 h para la dosis de 100 µg/mL de 




Figura 26. Efecto de EETD sobre MMP2 y TIMP1 en células LX-2 tratadas con 
TGF-β1. A) La expresión de mRNA-MMP2 y TIMP1 se midió por RT-qPCR (n = 6). 
Las células LX-2 se sembraron en placas de 24 pocillos, se incubaron en medio sin suero 
durante 24 h, seguido de tratamiento con EETD (100 o 200 µg /mL) a las 24, 48 y 72 h, 
solo o combinado con TGF-β1 (10 ng/mL). Se usó β-actina como control. B) La 
expresión proteica de TIMP1 se analizó mediante Western Blot (n = 4). Las células LX-
2 se sembraron en placas de 6 pocillos y se trataron como anteriormente. GAPDH se 
utilizó como control. *Condición versus sin TGF-β1 y sin EETD (*p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001 y ****p<0.0001) y #condición versus TGF-β1 (#p<0.05, ##p<0.01, 
###p<0.001 y ####p<0.0001). 
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4.7.3 El EETD aumenta la expresión de mRNA de SNAI1.  
 
Para evaluar si EETD participa en el mecanismo de transición epitelio 
mesenquimal (TEM) (figura 27), las células LX-2 se trataron con EETD (100 y 200 
µg/mL) solo o combinado con TGF-β1 (10 ng/mL) en condiciones libres de SFB a tres 
diferentes puntos de tiempo (24, 48 y 72 h) y luego se evaluó la expresión de mRNA-
SNAI1. En presencia de EETD hubo en todos los tiempos sobreexpresión de mRNA-
SNAI1, que aumentó incluso más que con la estimulación con TGF-β1 (10 ng/mL), y 
con la estimulación de ambos (EETD y TGF-β1), la expresión fue hasta cuatro veces 
más que el control. 
 
 
Figura 27. Efecto de EETD sobre SNAI1 en células LX-2 tratadas con TGF-β1. A) 
La expresión de mRNA-SNAI1 se midieró por RT-qPCR (n = 6). Las células LX2 se 
sembraron en placas de 24 pocillos, se incubaron en medio sin suero durante 24 h, 
seguido de tratamiento con EETD (100 o 200 µg /mL) a las 24, 48 y 72 h, solo o 
combinado con TGF-β1 (10 ng/mL). Se usó β-actina como control. *Condición versus 
sin TGF-β1 y sin EETD (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 y ****p<0.0001) y #condición 
versus TGF-β1 (#p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001 y ####p<0.0001). 
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4.7.4 El EETD modula la expresión de MFN2.  
 
Para evaluar la función mitocondrial en presencia de EETD, las células LX-2 se 
trataron con EETD (100 y 200 µg/mL) solo o combinado con TGF-β1 (10 ng/mL) en 
condiciones libres de SFB en tres puntos de tiempo diferentes (24, 48 y 72 h). 
Evaluamos los niveles de expresión de mRNA y proteínas de MFN2 (figura 28) y 
encontramos que los niveles de mRNA-MFN2 estaban regulados al alza en presencia de 
EETD en todos los tiempos, incluso más que tras la estimulación con TGF-β1 (10 
ng/mL). La estimulación con ambos (EETD y TGF-β1) también provocó sobreexpresión 
en todos los tiempos y este efecto fue más evidente en la dosis de 200 µg/mL de EETD a 
las 72 h (figura 28A). La expresión de la proteína MFN2 disminuyó en presencia de 
EETD a las 24 (solo para 200 µg/mL) y 48 h (ambas dosis); en presencia de EETD y 
TGF-β1, disminuyó comparado con TGF-β1 en todos los tiempos, incluso comparado 




Figura 28. Efecto de EETD sobre MFN2 en células LX-2 tratadas con TGF-β1. A) 
La expresión de mRNA-MFN2 se midió por RT-qPCR (n = 6). Las células LX-2 se 
sembraron en placas de 24 pocillos, se incubaron en medio sin suero durante 24 h, 
seguido de tratamiento con EETD (100 o 200 µg /mL) a las 24, 48 y 72 h, solo o 
combinado con TGF-β1 (10 ng/mL). Se usó β-actina como control. B) La expresión 
proteica de MFN2 se analizó mediante Western Blot (n = 4). Las células LX-2 se 
sembraron en placas de 6 pocillos y se trataron como anteriormente. GAPDH se utilizó 
como control. *Condición versus sin TGF-β1 y sin EETD (*p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001 y ****p<0.0001) y #condición versus TGF-β1 (#p<0.05, ##p<0.01, 














Las CEH son el principal tipo celular responsable de la fibrosis hepática, después 
de su activación en células fibrogénicas similares a los miofibroblastos (Wynn, 2008). 
En el presente trabajo, se exploró el potencial del EETD como agente antifibrótico y su 
papel en la modulación de la TEM y la dinámica de las mitocondrias en las células LX-
2.  
Se eligieron las células LX-2 debido a la expresión de moléculas clave que 
regulan la fibrosis hepática y proteínas involucradas en la remodelación de la matriz, lo 
que las hace muy adecuadas para estudios de fibrosis hepática humana basados en 
cultivos (Xu et al., 2005; Weiskirchen et al., 2013). Además, se utilizó TGF-β1 como 
estímulo fibrogénico para las células LX-2 en condiciones libres de SFB porque es la 
principal citocina profibrogénica, un activador clásico de las CEH, uno de los 
orquestadores más importantes de la activación de éstas y su transdiferenciación a 
miofibroblasto; por tanto TGF-β1 es un mediador clave durante el desarrollo de la 
fibrosis hepática (Gressner, 2002b), que promueve la remodelación y el depósito de 
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MEC activando genes blanco rio abajo como MMPs y TIMPs (Gressner, 2002b) y que 
regula positivamente α-SMA y síntesis de COL1α1 (Hellerbrand et al., 1999). 
En este trabajo se evaluó la viabilidad celular de distintos compuestos en las 
células LX-2, el EETD (el principal objeto de estudio de este trabajo), etanol, TGF-β1, y 
silibinina. En el caso de silibinina no se observó disminución de la viabilidad celular a 
ninguna concentración utilizada (0-100 µM) lo que concuerda con lo reportado por 
Ezhilarasan y colaboradores (Ezhilarasan et al., 2016, 2017). En el caso del etanol la 
viabilidad celular fue dependiente de la concentración y del tiempo de exposición. Para 
TGF-β1 a la concentración probada (1 ng/mL) no se observo disminución en la 
viabilidad celular.  
Con el fin de explorar el potencial del EETD como agente antifibrótico y que el 
efecto observado no fuera por daño celular, evaluamos su citotoxicidad en células LX-2. 
En este trabajo encontramos que el EETD en la línea celular LX-2 induce la muerte 
celular de manera dependiente de la concentración y tiempo (figura 12), siendo un 
hallazgo no reportado anteriormente, ya que no había sido probado el EETD en esta 
línea celular. De acuerdo a estos resultados decidimos utilizar concentraciones de 100 a 
200 µg/mL para su evaluación. 
El establecimiento del modelo de activación con TGF-β1 y etanol en las CEH se 
evaluó mediante la expresión de mRNA-α-SMA y COL1α1 (Hellerbrand et al., 1999; 
Chen et al., 2011; Ikeda et al., 2011). TGF-β es una de las principales citocinas pro-
fibrogénicas, es un activador clásico de las CEH, mediador clave durante el desarrollo de 
la fibrosis hepática, lo cual se observó en nuestro modelo como sobreexpresión de los 
marcadores pro-fibrogénicos mRNA-α-SMA y COL1α1 (figuras 14 y 15), así como lo 
reportado en la literatura (Hellerbrand et al., 1999; Ikeda et al., 2011; Zhou et al., 2017). 
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En el caso del estímulo con etanol (figura 15) solo se observó sobreexpresión para el 
mRNA-COL1α1 y ningún cambio en la expresión de mRNA-α-SMA en contraste con lo 
reportado en la literatura (Chen et al., 2011). 
El primer abordaje del efecto del EETD en las CEH fue la evaluación del efecto 
pre-exposición al EETD y posteriormente a los inductores de activación TGF-β1 o 
etanol en la línea celular LX-2 (figura 17 y 18), con el objetivo de saber si el EETD 
preserva o protege a las CEH del daño causado por TGF-β1 o etanol. En el modelo de 
pre-exposición al EETD (150 µg/mL) con TGF-β1 (1 ng/mL), se observó que el EETD 
(150 µg/mL) solo o combinado con TGF-β1 (1 ng/mL) atenúa los niveles de la 
expresión de mRNA-COL1α1; pero en la expresión de mRNA-α-SMA el EETD (150 
µg/mL) provocó sobreexpresión y combinado con TGF-β1 (1 ng/mL) subexpresion en 
comparacion con la expresión del control con TGF-β1 (figura 17). En el modelo de pre-
exposición al EETD con etanol (50 nM), se observó sobreexpresión de mRNA-COL1α1 
y mRNA-α-SMA en presencia de etanol y/o EETD (150 µg/mL) (figura 18). 
El segundo abordaje del efecto del EETD en las CEH activadas fue la evaluación 
del efecto de modulación de daño causado por los inductores de activación y posterior 
exposición al EETD (150 µg/mL), con el objetivo de saber si el EETD es capaz de 
revertir o atenuar el daño causado por TGF-β1 o etanol (figuras 19 y 20). En el modelo 
de modulación de daño causado por el inductor de activación TGF-β1 (1 ng/mL) y 
posterior exposición al EETD (150 µg/mL), la presencia del EETD atenuó el aumento de 
la expresión de mRNA-COL1α1 provocado por la presencia de TGF-β1 y aumentó la 
expresión de mRNA-α-SMA en presencia de TGF-β1 (figura 19). En el modelo de 
modulación de daño causado por el inductor de activación etanol (50 mM) y posterior 
exposición al EETD (150 µg/mL), el EETD atenúo los niveles de expresión de mRNA-
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COL1α1 en presencia de etanol (50 nM), pero provoca aumento de la expresión de 
mRNA-α-SMA (figura 20). 
En la evaluación a nivel de proteína de eínaalufigura 21) y TIMP-1 (figura 22), 
se decidió aumentar el estímulo de activación de las CEH con dosis mayores de etanol 
(75 a 100 mM) y TGF-β1 (5 ng/mL). Independientemente de la dosis evaluada para 
etanol (75 a 100 mM) y TGF-β1 (5 ng/mL) no hubo diferencia significativa en la 
expresión de las proteínas en los distintos tiempos a las diferentes dosis. 
Debido a estos resultados pudimos observar que los mecanismos moleculares 
desencadenados en las células LX-2 provocados por distintos agentes (TGF-β1 y etanol) 
son variados, lo que explica en parte la variación en la expresión de mRNA de los 
marcadores evaluados (α-SMA y COL1α1). En resumen, en los dos modelos evaluados 
el EETD provoca atenuación de la expresión de mRNA-COL1α1 solo o en combinación 
con TGF-β1/etanol, y sobreexpresión de mRNA-α-SMA.  
Por tanto, para tratar de esclarecer los datos obtenidos e intentar aumentar el 
estímulo de activación de las CEH decidimos probar dos concentraciones del EETD: 
100 y 200 µg/mL, con 10 ng/mL de TGF-β1, en un modelo simple de aplicación de los 
tratamientos al mismo tiempo; los resultados obtenidos en este modelo con los diferentes 
marcadores evaluados se resumen en la tabla 17. 
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Tabla 17. Resumen del efecto del EETD (100 y 200 µg/mL) en las células LX-2 
tratadas con TGF-β1 (10 ng/mL). 
Gen mRNA PROTEÍNA FUNCIONES 
TGF-β é  é  Multifuncional promueve la expresión de genes 
supresores/promotores de tumor (dependiente de 
contexto). 
α-SMA é  ê  Mantenimiento de citoesqueleto, organización y 
movimiento de orgánulos y determinación de 
forma celular. 
COL1α1 ê  ND* Fuerza y soporte a tejidos (rigidez y elasticidad) 
MMP2 é  ND* Activa TGF-β 
Su reclutamiento promueve apoptosis 
(integrinas) 
Proliferación y migración celular 
Angiogénesis 
TIMP1 é  ê  é Cáncer y anti apoptosis 
SNAI1 é  ND* éInducción TEM  
Apoptosis 
MFN2 é  ê  Fusión mitocondrial 
*No determinado 
Nota: Todos los resultados aquí mencionados fueron estadísticamente significativos en 
cualquiera de los tiempos evaluados. 
 
COL1:  es un marcador utilizado para la evaluación del proceso fibrótico, y el 
EETD causa una disminución significativa en la expresión de mRNA-COL1a1, se 
observó un 69% menos que en la expresión basal de las CEH en condiciones libres de 
SFB y está inhibición fue dependiente de la dosis. El EETD disminuyó la expresión de 
mRNA-COL1a1 en presencia de TGF-β1 también de forma dosis-dependiente, incluso 
alcanzando el nivel de expresión basal de las CEH en condiciones libres de SFB, lo que 
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indica que el EETD es un potente inhibidor de la expresión de mRNA-COL1a1 en un 
manera dependiente de la dosis. En el proceso fibrótico, cuando la MEC se modifica 
(aumentando su rigidez), en parte por la acumulación de la proteína COL1α1 y los 
enlaces cruzados que forma esta (Lachowski et al., 2019), se crea un entorno pro-
fibrótico que puede activar a la proteína MMP2 (Théret et al., 1998) y ésta, a su vez, 
puede activar a TGF-β latente y/o desvincular a las integrinas MEC que promueven la 
apoptosis (Levkau et al., 2002). 
Durante la activación de las CEH hay una regulación positiva de genes 
específicos del músculo liso (entre ellos, α-SMA) y aumenta la polimerización de actina. 
Esto promueve la liberación de moléculas de la MEC, como la proteína de unión a actina 
(MRTF/A, por sus siglas en ingles myocardin related transcription factor-A) y la 
activación de TGF-β, lo que aumenta aún más la respuesta fibrótica al estimular la 
expresión de genes como α-SMA y COL1α1 (Shi and Rockey, 2017). El EETD aumentó 
la expresión de mRNA-α-SMA y disminuyó los niveles de proteína α-SMA, en presencia 
o ausencia de TGF-β1. Esta disminución de la proteína α-SMA modulada por el EETD 
podría disminuir la estimulación fibrótica y la transmisión de señales mecánicas a través 
de la polimerización de actina, reduciendo la activación de TGF-β, la liberación de 
proteínas de unión a actina y por lo tanto, disminuyendo la respuesta fibrótica por una 
reducción en la expresión de α-SMA y COL1α1. 
La fibrosis hepática es en parte el resultado del desequilibrio entre la síntesis y la 
degradación de las proteínas MEC. TGF-β promueve la remodelación y el depósito de 
MEC mediante la activación de genes blanco rio abajo, como MMPs y TIMPs 
(Gressner, 2002b). Las CEH activadas expresan una combinación de MMPs y TIMPs en 
diferentes etapas de la enfermedad a través de la vía TGF-β (Benyon and Arthur, 2001). 
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Específicamente las CEH activadas expresan altos niveles de TIMP1 y MMP2, entre 
otros: TIMP1 inhibe la actividad de las MMPs perpetuando la acumulación de MEC, 
TIMP1 específicamente inhibe la actividad de MMP2 (Iredale et al., 1992; J P Iredale et 
al., 1996). Según el modelo utilizado (por el tipo de daño causado) para inducir fibrosis, 
se ha demostrado que existe variación en los niveles de expresión de TIMP1; sin 
embargo, la sobreexpresión de TIMP1 es un común denominador, y se ha demostrado 
que TIMP1 promueve la fibrogénesis (Yoshiji et al., 2000; Yoshiji, 2002; Parsons et al., 
2004; Roderfeld et al., 2006). La sobreexpresión de TIMP1 se ha relacionado con la 
fibrosis en pacientes, tanto en muestras de suero como en tejido hepático, y se ha 
propuesto como marcador de esta enfermedad (Murawaki et al., 1993, 1997; Murawaki, 
Kawasaki and Burkhardt, 1994). Además, los niveles séricos elevados de TIMP1 
también se correlacionan con la presencia de carcinoma hepatocelular (CHC) en 
pacientes con enfermedades hepáticas crónicas (MUZZILLO et al., 1993). De las 
funciones conocidas de TIMP1, su sobreexpresión está fuertemente asociada con la 
progresión del cáncer, ya que promueve la TEM que regula la proliferación, migración y 
supervivencia celular (Waterhouse, Khokha and Denhardt, 1990; Jung et al., 2006), es 
anti-apoptótico (Mannello and Gazzanelli, 2001; Murphy et al., 2002; Nalluri et al., 
2015) y angiogénico (Yoshiji et al., 1998; Yamada et al., 2001). 
En el presente modelo estudiado se observó que las células LX-2 expuestas al 
tratamiento con EETD solas o combinadas con TGF-β mostraron que los niveles de 
mRNA-TIMP1 estaban regulados a la alza en comparación con las células en 
condiciones libres de SFB, pero el EETD en ambas concentraciones usado solo o en 
combinación con TGF-β1 disminuyó los niveles de la expresión de la proteína TIMP1. 
Numerosos estudios sugieren una asociación positiva de TIMP1 con la fibrogénesis 
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hepática y con la progresión al cáncer (Jackson et al., 2017). La inhibición de TIMP1 se 
asocia con una resolución favorable de la fibrosis pero también se ha demostrado que el 
tipo de célula y el microambiente (una red molecular de factores) juegan un papel muy 
importante; por ejemplo, la rigidez de la MEC (Lachowski et al., 2019) y la presencia de 
otras moléculas (Kopitz et al., 2008; Ramezani-Moghadam et al., 2015).  
De acuerdo con lo anterior, se considera que una disminución en la expresión de 
la proteína TIMP1 que podría ser modulada por el EETD, podría intervenir para tener 
una resolución fibrótica favorable; sin embargo, la disminución o irrupción de un 
estímulo no sería suficiente para la disminución o regresión de un proceso complejo, 
como lo es la fibrosis (Thiele et al., 2017). 
Las MMP son fundamentales para el proceso de remodelación de la fibrosis y la 
actividad de las MMP se controla a varios niveles: modulación de la expresión génica, 
compartimentación, disponibilidad de activadores e inhibición (Théret et al., 1999b; 
Campana and Iredale, 2015). Entre los inhibidores se encuentran la inhibición 
extracelular por TIMPs específicos u otros inhibidores como la α2 macroglobulina (John 
P. Iredale et al., 1996). MMP2, además de participar en la remodelación de la MEC a 
través de la degradación de algunos de sus componentes (Théret et al., 1999a), juega un 
papel en la proliferación y migración celular (Guo et al., 2014; Lin et al., 2014; Bates et 
al., 2015). MMP2 es expresada por CEH, el activador más potente de MMP2 es la 
metaloproteinasa de matriz de membrana tipo 1 (MT1MMP) y el inhibidor más 
importante de su actividad es TIMP2, la proporción de estos (MT1MMP/TIMP2) 
determina los efectos de MMP2. El TGF-β latente puede activarse mediante múltiples 
mecanismos; uno de ellos es a través de MMP2 (Yu and Stamenkovic, 2000). Además, 
el reclutamiento de MMP2 se ha relacionado con integrinas, desconectándolas de la 
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MEC, promoviendo la apoptosis por pérdida de la señalización de supervivencia 
mediada por MEC y por inducción activa de apoptosis mediada por integrinas, por tanto 
de una manera simplista los inhibidores de MMP2 evitarían la apoptosis (Levkau et al., 
2002). 
El EETD solo o combinado con TGF-β1 aumentó la expresión de mRNA-MMP2 
con respecto a las células en condiciones libres de SFB. MMP2 tiene una activación 
dependiente de dosis de la proteína COL1α1 (Théret et al., 1999b), si el EETD 
disminuyera el nivel de proteína COL1α1, la activación de MMP2 podría verse afectada. 
Además, MMP2 puede activar TGF-β latente (Yu and Stamenkovic, 2000); por lo tanto, 
creemos que el EETD disminuiría el deposito de MEC (disminución en la proteína α-
SMA y COL1α1) y la activación de MMP2 y TGF-β. La inducción de la sobreexpresión 
de mRNA-MMP2 por el EETD no es indicativa de sobreexpresión traduccional, debido 
a múltiples mecanismos de regulación (Clark et al., 2008; Huang et al., 2014; Wang et 
al., 2015), por lo que no sabemos si el EETD está causando apoptosis mediada por 
MMP2 (Levkau et al., 2002). Para la evaluación de apoptosis se podría realizar la 
evaluación de la activación de caspasa 3/7 por WB, inmunofloresencia o 
inmunohistoquimica; evaluación de la permeabilización de la membrana externa 
mitocondrial por pérdida de potencial mitocondrial, salida de citocromo c desde las 
mitocondrias al citoplasma por microscopía o citometría de flujo; y evaluación de la 
escisión de PARP-1 (uno de varios sustratos bien establecidos de caspasas) por WB, 
inmunohistoquímica o inmunofluorescencia para PARP-1 escindida; entre otras 
marcadores moleculares o cambios morfológicos que podrían ser evaluados para 
apoptosis. 
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SNAI1 es un objetivo rio abajo de TGF-β y desempeña un papel clave en la 
regulación de varias decisiones del destino celular, como en la apoptosis y en la 
inducción de la TEM (relaciona la fibrogénesis con la carcinogénesis) (Thuault et al., 
2008). La expresión de mRNA-SNAI1 es diferente en distintas líneas celulares (Yang et 
al., 2009; Zhang et al., 2018). En este trabajo, solo a las 48 h, se encontro que los niveles 
de mRNA-SNAI1 estaban regulados a la alza con la estimulación de TGF-β en relación 
con las células en condiciones libres de SFB. El EETD solo o combinado con TGF-β 
aumenta la expresión de mRNA-SNAI1. Los datos sugieren que la sobreexpresión de 
mRNA-SNAI1 no se refleja a nivel de traducción o que existe alguna regulación de 
traducción que no permite su actividad, esto debido a que SNAI1 reprime la expresión 
de de mRNA-α-SMA (Bi et al., 2012). Esto último no se observó en el modelo 
estudiado, ya que, a pesar de la sobreexpresión de mRNA-SNAI1 causada por el EETD, 
existe sobreexpresión de de mRNA-α-SMA en todos los tiempos evaluados. 
El hígado es un órgano vital en los mamíferos y juega un papel central en la 
homeostasis del metabolismo de carbohidratos, lípidos y proteínas en el organismo, y las 
mitocondrias integran estas vías. Las mitocondrias forman una red dinámica e 
interconectada que está íntimamente integrada con otros compartimentos celulares. 
Realizan funciones diversas e interconectadas, produciendo ATP y muchos intermedios 
biosintéticos, participando en casi todos los aspectos de la función celular, por tanto, se 
ha relacionado con procesos patogénicos (Giacomello et al., 2020). La fusión de las 
mitocondrias está regulada por MFN1 y MFN2, ambas mitofusinas son esenciales para 
el desarrollo, realizando funciones parcialmente redundantes y distintas, según la etapa 
de desarrollo (Chen, H. et al., 2003). MFN1 y MFN2 se expresan de manera ubicua y 
muestran diferentes niveles de expresión en diferentes tejidos (Filadi, R., et. Al., 2018). 
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Específicamente, la expresión de MFN2 se ha relacionado con la enfermedad hepática 
crónica (Chen et al., 2013; Xue et al., 2019). Se ha reportado que en células de 
hepatocitos humanos (L02), la expresión de MFN2 disminuyó significativamente con el 
tratamiento con glicoquenodesoxicólico (GCDCA), principal componente tóxico de los 
ácidos biliares; cuando sobreexpresaron MFN2 (debido al aumento de la fusión 
mitocondrial), disminuyó la fragmentación mitocondrial y revirtieron el daño 
mitocondrial observado en las células L02 tratadas con GCDCA (Chen, Y., et. al., 
2013). En células estelares hepáticas de rata (HSC-T6) se demostró que la 
sobreexpresión de MFN2 inhibío la vía de señalización de TGF-β1/Smad, 
desencadenando la regulación negativa de marcadores asociados con la fibrosis hepática; 
y en un modelo murino (ratones C57BL/6) de fibrosis inducida por CCl4, la 
sobreexpresión de MFN2 suprimio la expresión de genes relacionados a fibrosis hepática 
y disminuyó significativamente la infiltración de células inmunes (Zhu, H., et. al., 2020). 
En el presente estudio el EETD solo o combinado con TGF-β1 causó la 
sobreexpresión de mRNA-MFN2 y la expresión de la proteína MFN2 estuvo disminuida. 
La modulación causada por el EETD y el probable desencadenamiento de la respuesta 
celular no está claro, por la falta de evaluación de la respuesta causada en el contexto 
celular ya que MFN2 juega un papel en el equilibrio entre la apoptosis y la autofagia. 
En este trabajo, hubo discrepancias en la expresión de mRNA y proteínas en 
diferentes genes (α-SMA, TIMP1 y MFN2) en presencia del EETD solo o combinado 
con TGF-β1, lo que indica que el EETD está causando una regulación diferencial de la 
expresión entre el mRNA y proteína; por lo tanto, se planteó la hipótesis de que los 
mecanismos reguladores transcripcionales y traduccionales se activan de manera 
diferente. Estos mecanismos de regulación transcripcional pueden estar mediados por 
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factores que actúan en trans, proteínas de unión a RNA, microRNA y RNA largos no 
codificantes (lncRNA) que interactúan con elementos cis ubicados en el mRNA, con 
actividad profibrótica o antifibrótica (Clark et al., 2008). Mientras que la regulación de 
la traducción a través de la degradación de proteínas (ubiquitinación) (Clark et al., 2008; 
Huang et al., 2014), también podría influir en la discrepancia de la expresión de mRNA 
y proteínas. Trabajos anteriores (Lu et al., 2015) informaron que miR-130 puede regular 
genes relacionados con la activación de las CEH en un modelo de rata, mientras que 
miR-205 modera el efecto de señalización TGF-β/Smad mediante la regulación directa a 
la baja de Smad (Zeng et al., 2016). 
En el presente trabajo se muestra evidencia de que el EETD en presencia de 
TGF-β1 disminuye la expresión de mRNA-COL1α1 y de proteína α-SMA. También 
disminuye la expresión de las proteínas MFN2 y TIMP1, y provocó la sobreexpresión de 
mRNA-MMP2. Sugerimos que un mecanismo probable por el cual el EETD podría 
realizar su función hepatoprotectora es induciendo la apoptosis de las células CEH 
activadas. Este efecto debe verificarse en modelos animales y deben explorarse las rutas 
por las que el EETD está modulando estos marcadores (figura 29). Las consecuencias 
del aumento de la expresión de mRNA-SNAI1 causado por el EETD en algún marcador 




Figura 29. Resumen gráfico de los hallazgos mas importantes encontrados en este 
trabajo. En la figura se observan algunas de las diferentes vías de señalización y la 
interacción de las distintas moléculas evaluadas en este trabajo que paraticipan en el 
proceso fibrogénico. 
 
El mecanismo de activación fibrótico y de las CEH hacia la diferenciación a 
miofibroblastos es un proceso molecular complejo en el que participan múltiples 
factores; por tanto, el mecanismo de reversión de la fibrogénesis in vivo es complejo y 
multifactorial. El tipo celular, la secuencia de eventos, la interacción célula-célula y la 
interacción célula-MEC intervienen en el proceso fibrótico, además de la regulación 
desencadenada directamente por un estímulo; por tanto, la verdadera actividad de las 
moléculas producidas por un estímulo estará sujeta a regulación transcripcional, 
traduccional, funcional y espacial (contexto celular) (Clark et al., 2008; Huang et al., 
2014; Primikyri et al., 2014; Lachowski et al., 2019). Deberían generarse más estudios 
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para identificación de los mecanismos relacionados implicados en el papel 














1. Se definió la concentración de 200 µg/mL o menor del EETD como la dosis 
segura no tóxica para las células LX-2 durante las 72 h de tratamiento en 
ausencia de SFB. 
2. Se determinó que la concentración inhibitoria 50 (IC50) del EETD es de 1,148 
mg/mL en células LX-2. 
3. El EETD disminuyó en un 69% la expresión basal de mRNA-COL1α1 y 
restablece los niveles de expresión basal en presencia de TGF-β1 de manera 
dependiente de dosis en las células LX-2. 
4. El EETD aumentó la expresión de mRNA-TGF-β, α-SMA, TIMP1, MMP2, 
SNAI1 y MFN2; y la expresión proteica de TGF-β, en presencia o ausencia de 
TGF-β1. 
5. El EETD modula la vía de TGF-β a través de la sobreexpresion de ésta 
(sobreexpresion de RNA y proteina), lo que desencadenó la activación de la 
expresión génica de mRNA-α-SMA, TIMP1, MMP2, SNAI1 y MFN2. 
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6. El EETD disminuyó la expresión proteica de α-SMA, TIMP1 y MFN2, en 
presencia o ausencia de TGF-β1. 
7. La sobreexpresión del mRNA-SNAI1 no revierte o modifica el efecto causado 
por el EETD sobre el mRNA-α-SMA (sobreexpresión), por lo que tal vez existe 
algún mecanismo de regulación de traducción que no permite la actividad de 
SNAI1 sobre la expresión de mRNA-α-SMA. 
8. El EETD indujo una regulación diferencial de la expresión entre el mRNA y 
proteína, evidenciado por las discrepancias en la expresión de mRNA y 
proteínas. Los mecanismos por los cuales existen estas discrepancias, pueden ser  
por la activación de vías alternas que modulen la transcripción del RNA, pero no 
fueron objeto de este trabajo. 
9. La modulación causada por el EETD y el probable desencadenamiento de la 
respuesta celular en SNAI1 y MFN2 no esta clara, por la falta de evaluación de 
la respuesta causada en el contexto celular. 
10. El EETD es un potente inhibidor de la expresión de mRNA-COL1α1 de manera 
dependiente de la dosis lo cual debe comprobarse por otras técnicas moleculares. 
11. El EETD disminuye el depósito de MEC mediante la disminución de la proteína 
α-SMA. 
12. El EETD tiene un probable efecto anti-fibrótico debido a la inhibición de la 
expresión de mRNA-COL1α1, disminución del depósito de MEC mediante la 
disminución de la proteína α-SMA y disminución de la expresión proteica de 
TIMP1. Se sugiere que por mecanismo de disminución de activación de MMP2, 
de transmisión de señales mecánicas, expresión de genes de contenido de MEC, 
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de activación de TGF-β latente y/o desvinculación de las integrinas MEC que 
promueven la apoptosis. 
13. En conjunto un mecanismo probable por el cual el EETD podría realizar su 
función anti-fibrótica es induciendo la apoptosis de las células CEH activadas, 
por lo que es importante continuar con la evaluación de otros marcadores para 
determinar este efecto y el efecto total del EETD en las células LX-2. 
14. El probable efecto anti-fibrótico del EETD debe ser validado en un modelo 
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